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« L’expérience ne se trompe jamais, ce sont nos jugements
qui se trompent »

Léonard de Vinci
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Résumé

RESUME

Les douleurs viscérales chroniques font partie des effets secondaires des patients traités pour des
cancers de la zone pelvienne. Elles sont notamment la conséquence des altérations biologiques qui
apparaissent successivement a 1’exposition de I’intestin aux rayonnements ionisants chez des patients
soumis & la radiothérapie. Ces douleurs peuvent affecter grandement la qualité de vie de ces
«survivants du cancer». Dans les cas les plus graves, il n’existe pas de traitement analgésique efficace.

Ainsi le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques efficaces constitue un enjeu majeur.

Au sein de notre laboratoire, le potentiel réparateur et immuno-modulateur des cellules stromales
mésenchymateuses (CSM) a déja été démontré dans un modéle d’ulcération colorectale radio-induite
chez le rat. Dans ce contexte, I’objectif de ma thése était d’évaluer d’abord la pertinence de
’utilisation de ce modéle pour I’étude de 1’hypersensibilité viscérale persistante radio-induite, puis, le

bénéfice thérapeutique de 1'utilisation des CSM comme agent antinociceptif.

Nous avons dans un premier temps démontré, dans ce modele, le maintien au cours du temps d’une
hypersensibilité viscérale associée a une sensibilisation centrale persistante aprés irradiation, validant
ainsi le modele. Nous avons ensuite montré ’implication des mastocytes (MC) et suggéré
’implication du neuromédiateur NO™ dans les mécanismes de la sensibilisation périphérique sous-
tendant une telle hypersensibilité. Nous avons enfin mis en évidence que le traitement par des CSM
permettait la réduction de I'nypersensibilité viscérale radio-induite persistante. La capacité des CSM a
moduler l'activation des MC et/ou leurs interactions avec les fibres nerveuses pourrait étre impliquée
dans leur action antinociceptive. En outre, le traitement par des CSM a permis d’obtenir au sein des
plexus myentériques une réduction du pourcentage des neurones nitrergiques, préalablement augmenté
par I’irradiation, et de restaurer la contractilité musculaire du c6lon. De tels processus pourraient
également favoriser le bénéfice thérapeutique des CSM observé dans cette étude.

En conclusion, ce travail a permis d’élargir le spectre d’action thérapeutique des CSM dans notre
modéle d’étude et de fournir un nouvel argument en faveur de leur utilisation dans un essai clinique a

venir.

Mots clés : Radiothérapie, Cellules Stromales Mésenchymateuses, Hypersensibilité viscérale, Effet

antinociceptif, Mastocytes.
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Abstract

ABSTRACT

Patients who undergo pelvic radiotherapy may develop significant incidence of undesirable chronic
gastrointestinal complications resulting from radiation-induced damages around the tumour. Chronic
visceral pain is one of the radiation-induced side effects that greatly affects the quality of life of
“cancer survivors”. The lack of effective analgesic treatment highlights the importance of novel and
effective therapeutic strategies. In our laboratory, mesenchymal stromal cell (MSC) based approach
showed beneficial immunomodulatory and regenerative effects in a rat model of irreversible radiation-
induced colonic ulcers. The goal of my work was to assess the relevance of this model to study
radiation-induced visceral persistent hypersensitivity and its modulation by MSC treatment. We first
demonstrated that this model is associated with long-lasting visceral hypersensitivity and central
neuronal sensitization. In this context we showed then that mast cells (MC) are involved in the
mechanism of peripheral sensitization. Moreover, we suggested the implication of the neuromediator
NO’ in the pathophysiology of persistent radiation-induced visceral hypersensitivity. We also
suggested that MSC treatment reversed radiation-induced hypersensitivity by a mechanism that in part
may involve the modulation of MC activation and/or the decrease in the number of MC and nerve
fiber interactions. In addition, MSC treatment reduced the percentage of nitrinergic neurons, increased
after irradiation, and restored colonic muscular contractibility. Such processes may promote the
therapeutic benefit of MSC observed in our study.

In conclusion, this work provided new insights on the therapeutic benefit of MSC in our study
model and a new argument in favour of their use in a future clinical trial to cure abdominopelvic

radiotherapy side effects.

Key words : Radiation therapy, Mesenchymal stromal cells, Visceral hypersensitivity, Antinociceptive

effect, Mast cells.
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Avant propos

En France, la moitié des 350 000 patients diagnostiqués pour un cancer en 2012 ont été
soumis a un traitement par radiothérapie. Cette stratégie thérapeutique, dite loco régionalisée,
s’appuie essentiellement sur la capacité des rayonnements ionisants a provoquer des lésions a
I’ADN.

La recherche d’un compromis optimal entre le contr6le tumoral et les dommages aux tissus
sains, situes autour de la tumeur et dans le champ d’irradiation, représente un enjeu majeur
dans I’établissement d’un protocole de radiothérapie. Les nombreux progres technologiques,
réalisés ces dernieres années, représentent un réel atout pour les radiothérapeutes afin de
relever un tel défi. Cependant, I’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants, au
cours des radiothérapies, ne peut étre totalement évitée. Les complications aigiies et tardives
qui en découlent sont particulierement invalidantes pour ces patients dont la qualité de vie est
considérablement dégradée.

Le nombre croissant des «survivants au cancer » et 1’allongement de leur durée de vie,
apres leur traitement par radiothérapie, crée une nouvelle population de patients souffrant de
ces complications tardives, et, traduit ainsi un enjeu nouveau et important en terme de santé
publique. Une telle réalité sociétale impose alors la mise en place de stratégies thérapeutiques
inédites adaptées aux spécificités de la physiopathologie de ces complications. L’effet des
rayonnements ionisants sur les tissus sains a d’ailleurs été intégré en tant que thématique dans
le plan cancer 2013. Dans ce contexte, le laboratoire de recherche en régénération des tissus
sains irradiés (LR2I), dans lequel j’ai effectué¢ ma thése, propose de développer des approches
thérapeutiques innovantes, notamment en termes de thérapies cellulaires, et ce, pour traiter les
Iésions induites par les rayonnements ionisants aux tissus sains.

Plus précisément, mon travail doctoral s’inscrit dans I’axe de recherche du laboratoire qui
vise a élaborer de nouvelles stratégies de traitement pour lutter contre les complications
gastro-intestinales tardives successives au traitement de cancers pelviens. La prise en charge
de ces patients est fondamentale a double titre. D’une part, parce qu’il existe une forte
prévalence des cancers pelviens dans la population. D’autre part, en raison de la présence
dans le champ d’irradiation d’organes abdomino-pelviens sains extrémement radiosensibles,
comme 1’intestin dont 1‘altération radio-induite est particulierement sévere et engendre des
complications extrémement invalidantes pour les patients. Pour une meilleure prise en charge
de tels individus, une nouvelle pathologie a ainsi d’ailleurs été définie : la « Pelvic radiation
disease » (Andreyev et al., 2010, 2011).
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Parmi ces « survivants au cancer » de la zone pelvienne jusqu’a 50% sont susceptibles de
développer des douleurs viscérales chroniques. Les co-morbidités psychiatriques qui en
résultent sont considérables, et ceci, de maniére encore plus significative dans le cas des
patients ayant subi des accidents de surdosage d’irradiation au cours de leur traitement,
comme a Epinal (Ash, 2007). De telles douleurs exigent ainsi le développement de stratégies
thérapeutiques adaptées a leurs physiopathologies. A notre connaissance, pourtant, aucune
¢tude expérimentale n’a, & ce jour, été menee sur cette problématique.

Toutefois, 3 patients sur-irradiés d’Epinal ont décrit une diminution de leur sensation
douloureuse, successivement a I’injection, a titre compassionnel, de cellules stromales
mésenchymateuses (CSM) (Voswinkel et al., 2013). Méme si cette étude s'avere prometteuse,
des travaux complémentaires sont nécessaires, a 1’échelle laboratoire, afin d’identifier et de
caractériser les mécanismes biologiques mis en jeu. Cette étape est notamment indispensable
en vue d’une optimisation de leur utilisation, dans I’hypothese ou leur effet analgésique serait

confirmé.

Mon projet doctoral visait ainsi a valider un modeéle pertinent de douleur viscérale
chronique radio-induite chez le rat ; puis a évaluer dans ce modele le potentiel thérapeutique
des CSM en tant qu’« agents antalgiques » ; et, enfin, le cas échéant, a étudier les mécanismes
d’action impliqués, respectivement, dans sa physiopathologie et ceux sous-tendant un tel
bénéfice.

L’analyse bibliographique réalisée en introduction, a I’interface de plusieurs disciplines,
permet: (i) de replacer mon étude expérimentale ainsi que ses enjeux dans le contexte sociétal,
(ii) de légitimer les choix stratégiques expérimentaux définis au cours de ma these, et, (iii) de
favoriser la compréhension et I’interprétation des résultats obtenus au cours de cette recherche
doctorale.

Dans un premier temps, les effets des rayonnements ionisants utilisés en radiothérapie sur
les tissus sains et la « pelvic radiation disease » sont décrits. Ensuite, le c6lon, organe au
centre de mon étude, ainsi que ses fonctions sont présentés. Puis, la partie 3 précise la
physiologie de la douleur viscérale et ses caractéristiques. Dés lors, la douleur viscérale radio-
induite et les failles des stratégies thérapeutiques en clinique sont décrites. Enfin, dans les
parties 5 et 6 de cette introduction, nos choix expérimentaux sont explicités, tant pour 1’étude
des mécanismes peériphériques sous-tendant la douleur viscéerale radio-induite que pour son

traitement par les CSM.
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1 LA « PELVIC RADIATION DISEASE » : CONSEQUENCE NEFASTE DE LA

RADIOTHERAPIE DES CANCERS PELVIENS

En France, en 2012 environ 350 000 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués. Dans
ce cadre, 175 000 patients ont bénéficié d’un traitement par radiothérapie (source : Institut
National du Cancer 2013 et SFRO 2013). Pour la prise en charge des pathologies cancéreuses
de la zone pelvienne, la radiothérapie a visée curative reste incontournable. La radiothérapie
utilise la capacité des rayonnements ionisants a engendrer des Iésions a I’ADN intracellulaire
et, in fine la mort des cellules irradiées dans les cas ou le processus de réparation ne peut avoir

lieu.

L’objectif de ce traitement loco-régionalisé est de parvenir & la stérilisation totale des
cellules tumorales tout en préservant le mieux possible les tissus ou organes sains
I’environnant. Les cellules tumorales sont classiquement plus radiosensibles et ont des
capacités de réparation des radiolésions moindres que les cellules normales. Cet effet

« différentiel » est le principe de base sur lequel reposent les traitements par radiothérapie.

L’ exposition aux rayonnements ionisants des organes ou tissus sains situés autour de la
tumeur peut étre malgré tout largement dommageable, et, engendre des complications ou
effets secondaires (a court et a long terme) chez les patients traités par radiothérapie. Ces
complications, lorsqu’elles apparaissent suite a une radiothérapie pelvienne, sont définies par

le clinicien Andreyev comme une nouvelle pathologie : « la pelvic radiation disease ».

L’objectif de cette premicre partie est d’abord de décrire les mécanismes physiques et
biologiques par lesquels les rayonnements ionisants utilisés en radiothérapie produisent des
atteintes cellulaires et tissulaires. Puis, une bréve description des protocoles et progres
technologiques réalisés en radiothérapie, permettant de limiter les dommages radio-induits
aux tissus sains, est donnée. Enfin 1’impact sociétal certain de la « pelvic radiation disease »

ainsi que ses caractéristiques biologiques et physiologiques sont précisés.

1.1 Les rayonnements ionisants en radiothérapie

La radiothérapie utilise principalement les propriétés physiques des rayons de haute
énergie, comme ceux des rayons X et vy, afin de stériliser les zones tumorales chez des patients
atteints de cancer. Les caractéristiques physiques de ces rayons ont un impact délétére

considérable sur les cellules cancéreuses mais aussi sur la matiére vivante « saine ». Leurs
7
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interactions physiques avec la matiére vivante impactent en effet I’ensemble des composants
cellulaires. Les dommages causés a I’ADN cellulaire représente la cause originelle principale
de la destruction tumorale et joue un réle majeur dans la mis en place des dommages radio-

induits des tissus sains.

1.1.1 Les différents types de rayonnements ionisants

1.1.1.1 Définitions et caractéristiques

Un rayonnement ou radiation correspond a un processus d’émission ou de transmission
d’énergie. Il s’agit d’un rayonnement ionisant lorsque celui-ci est susceptible de provoquer
I’arrachement et/ou D’excitation des électrons des atomes de la matiére qu’il traverse,
provoquant son ionisation. Plus exactement, deux types de rayonnements sont a distinguer :
les rayonnements a et B qui sont directement ionisants et les rayonnements X et y qui sont

indirectement ionisants.

Les rayonnements a et 3 sont constitués de particules chargées respectivement des noyaux
d’hélium et des électrons/positrons. Ces radiations ont une capacité faible de pénétration dans
la matiére car elles interagissent fortement avec celle-ci permettant 1’ionisation et/ou
I’excitation directe des atomes la composant. Les rayons o correspondent a de grosses
particules d’hélium qui sont arrétées par une simple feuille de papier de quelques millimétres.
IIs cédent ainsi de grosses quantités d’énergie sur de petits volumes, ce qui peut les rendre tres
dommageables pour la matiére. Concernant les rayons B3, leur capacité de pénétration est un
peu plus grande que celle des rayons a, ils vont étre absorbés par une feuille d’aluminium de
quelques millimétres. La distance qu’ils peuvent parcourir dépend du milieu qu’ils traversent

et de leur énergie cinétique initiale.

Les rayonnements électromagnétiques X et y se caractérisent par 1’émission de photons.
Ces rayons sont non chargés et ont une capacité de pénétration importante dans la matiére,
plusieurs centimeétres de plomb sont nécessaires pour les retenir. De plus, les rayonnements X
et y ionisent de maniere indirecte les atomes de la matiére cible. L’importance relative des
différents processus d’interaction des photons avec la matiere dépend de deux parametres :

I’énergie des photons incidents et le numéro atomique du milieu d’absorption.
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1.1.1.2 Ll’intérét de l'utilisation et I'obtention des rayons X et y en

radiothérapie

L’objectif en radiothérapie est de pouvoir appliquer des quantités d’énergie importantes en
profondeur dans les tissus. Les rayons X et y, de par leurs propriétés physiques, sont des
candidats privilégiés. En effet, comme exposé précedemment, les photons émis ont une tres
bonne capacité de pénétration dans la matiere. De plus, leur utilisation en radiothérapie a des
longueurs d’ondes faibles, i.e. avec une énergie importante, leur permet de causer des
dommages importants aux tissus en profondeur. Ces dommages sont la consequence finale
d’un ensemble de phénomeénes (cf. 1.1.2) dont I’événement initial consiste encore une fois en

I’ionisation des molécules composant les tissus cibles.

L’effet des rayonnements sur 1’atteinte cellulaire et tissulaire dépend de la distribution
d’énergie incidente des radiations impactant effectivement les tissus visés. A énergie égale,
les photons X et y émis ont un impact identique sur les tissus biologiques (Geraci et al., 1974;
Trott and Herrmann, 1991).

Seul le mode de production de ces rayons differe. Les rayons ou photons X utilisés lors des
traitements par radiothérapie sont obtenus a partir d’accélérateurs linéaires de particules ou
tubes a rayons X. Plus exactement, lorsque des électrons accélérés sont projetés sur des
surfaces composées d’éléments de numéro atomique élevé (plaque métallique d’or ou de
tungsténe), il se produit des transitions électroniques favorisant entre autre I’apparition de
photons X. Les rayons ou photons y proviennent, quant a eux, de sources radioactives
(Cobalt® pour les appareils de télécobalt) et sont le produit de désintégrations radioactives des

noyaux des atomes de la source.

Remarque : Les électrons, particules chargées négativement participent aussi a ces
évenements physiques initiaux d’ionisation et/ou d’excitation de la matiére €t sont aussi
largement utilisés en radiothérapie. En effet, ils sont produits de maniere indirecte lors des
interactions photon-matiére que nous allons évoquer par la suite. Mais ils peuvent aussi étre
utilise directement et sont dans ce cas crees par des appareils de traitement comme les

accélérateurs linéaires, utilisés sans filtre d’or ou de tungstene.
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Dans le cadre de ce travail de these les effets observes seront ceux créés par des photons y

obtenus 4 partir d’une source de Cobalt®.

1.1.1.3 Ll’interaction des photons X et y avec la matiéere

Les photons utilisés en radiothérapie sont utilisés dans une gamme d’énergie qui favorise :

e Jeffet Compton : I’énergie du photon incident permet d’arracher un électron
périphérique de 1’orbite atomique a proximité de laquelle il passe, puis le photon peut

diffuser avec son énergie restante (figure 1A), et

e [D’effet photoélectrique : I’intégralité de 1’énergie du photon incident est transférée a un
¢lectron qui est arraché de la couche interne d’un atome entrainant un réarrangement

¢lectronique avec émission d’un photon de « fluorescence » ou d’un électron d’ Auger.

Ce sont ces électrons ainsi €jectés qui sont responsables de 1’ionisation de la maticre, d’ou

I’appellation de rayonnement indirectement ionisant (figure 1B).

@ Electron @ Electron

@ Novau @& Novau

Photon incident

Figure 1: Mécanismes d’interactions physiques des photons avec un atome (A. Effet Compton, B. Effet

photoélectrique).

1.1.2 Les mécanismes d’action des radiations ionisantes sur la matiere

vivante

Le transfert d’énergie des rayonnements ionisants a la matiére qui permet son excitation est
extrémement rapide (entre 0,1 et 1 femtoseconde). A la suite de cette interaction physique
avec la matiere, un ensemble de phénomeénes physico-chimiques va intervenir et favoriser la
mort des cellules tumorales. Néanmoins, les tissus sains environnant la tumeur et dans le
champ d’irradiation sont aussi soumis a de tels phénoménes, entrainant ainsi des

modifications phénotypiques et fonctionnelles de ces tissus (Denham et al., 2001).
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Cette partie vise a décrire ’ensemble de ces processus, depuis I’atteinte moléculaire

jusqu’a I’atteinte cellulaire, puis, tissulaire (figure 2).

| Rayonnement électromagnétique (X ou y) |

Nel

Interactions physiques avec la matiére

->lonisationet /ou excitation moléculaire

g Réarrangements moléculaires

iﬁli;lziii(i)li};siei(iiéil:é;;lﬁi Réactions chimiques
i

LE::\uEéS% dupoids de 'organisme | Rupture de |ia|SOﬂ

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

\ covalente

Radicaux libres

d’ionisation

(saaq1) sairejealped
S80URISqNS Sap uonesrjdwr) uoryesIuol, p

Hautement réactifs

‘ Atteinte lipidique / glucidique / protéique ‘ \

Lésions a I’ADN |

4/\‘

Réparation Mort cellulaire
(nécrose, apoptose,
mort mitotique)
- —
'

| Effets tissulaires précoces et tardifs |

UO0I)09[9, | 9P 2J0AIIPUL SITB[NOJ[OW L)Y

Action moléculaire directe de 1’électron

Figure 2: Effet déterministe des rayonnements ionisants électromagnétiques sur les tissus : une étape

physique, chimique et biologique (moléculaire et cellulaire).

1.1.2.1 Des interactions physiques aux dommages a I’ADN

Les lésions a I’ADN sont les effets biologiques moléculaires les plus importants des
radiations ionisantes. Ces radiolésions sont 1’objectif recherché lors des traitements par

radiothérapie pour détruire la tumeur.
Deux types de phénomeénes peuvent étre a I’origine de ces altérations moléculaires :

e Les phénoménes d’altérations moléculaires directes lorsque les électrons
d’ionisation interagissent directement avec les différents composants cellulaires, a
savoir les lipides, les protéines, les glucides et surtout I’ADN intracellulaire. En ce
qui concerne I’ADN, les dommages induits se traduisent par des lésions de bases ou
de sucres, des pontages, ou encore des Iésions simples ou doubles brin (entre 10-5

et 1 seconde apreés I’irradiation).
11
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e Les phénomeénes d’altérations moléculaires indirectes lorsque les électrons
d’ionisation n’interagissent pas directement avec les composants cellulaires mais
avec les molécules d’eau. Dans ce cas, suite a 1’ionisation de la matiére et /ou
I’excitation électronique, des réarrangements moléculaires sont opeérés. Des
radicaux libres hautement réactifs sont alors générés et des réactions chimiques
peuvent avoir lieu. L’eau représentant environ 70% de la masse d’un individu, la
radiolyse de I’eau est alors le phénoméne prépondérant. L’action délétére de ces
radicaux libres ainsi créés est considérable sur I'ADN cellulaire (Gillespie, 1981).
Ce type de phénomeéne est notamment responsable de 80% des radiolésions

provoquées a I’ADN.

1.1.2.2 L’atteinte cellulaire

L’ADN endommagé représente la principale cause de lésions cellulaires au sein du tissu

irradié (Warters and Hofer, 1977). Ceci peut d’ailleurs entrainer la mort des cellules touchées.

Il existe différents types de morts radio-induites qui interviennent dans les heures suivant
I’irradiation :
(i) la nécrose cellulaire qui est la mort immédiate des cellules recevant une dose trop

importante d’irradiation,
(ii) ’apoptose ou la mort programmée des cellules, et enfin,

(iii) la mort mitotique ou clonogénique qui correspond a une mort différée des cellules.
Plus précisément, ce sont des cellules qui ont accumulé des modifications ou aberrations qui
n’entrainent pas directement leur mort mais qui rendent impossible leur division cellulaire,

que ce soit des la premiere division ou au bout de quelques divisions.

La réponse cellulaire aux radiations ionisantes se traduit par I’activation de systemes de
réparation enzymatique de I’ADN et de systémes de vérification au niveau des
« checkpoints » du cycle cellulaire. Selon I’efficacité de ces activations, cela conduit soit & la
mort des cellules soit a leur survie ((ii) et (iii)). La survie de ces cellules dépend alors de leur
capacité a réparer I’ADN Iésé. L’effet potentiellement 1étal des rayonnements ionisants sur les

cellules, pour une dose identique, dépend donc de leurs propriétés biologiques intrinseques.

12
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1.1.2.3 L’atteinte tissulaire

Elle est la conséquence des lésions cellulaires et advient dans les jours et les années suivant

I’exposition aux rayonnements ionisants.

Ces lésions tissulaires radio-induites sont le résultat d’interactions complexes impliquant

trois types d’effets :

(1) L’effet dit « cytocide » des rayonnements ionisants rend compte de la mort des cellules
et de l’organisation du tissu considére. Cet effet est ainsi lié aux caractéristiques
intrinseques des cellules du tissu, a savoir leur sensibilité a I’irradiation, leur capacité de
réparation et de prolifération. Si le tissu est composé de cellules a renouvellement rapide, il
est alors radiosensible, (épithéliums intestinaux et cutanés ou systéme hématopoiétique par
exemple). Les effets tissulaires apparaissent rapidement et on parle alors d’effets tissulaires
précoces. Pour les tissus composés de cellules a renouvellement lent (tissus conjonctifs,
osseux, musculaires ou nerveux), la mort cellulaire radio-induite peut avoir lieu des mois
voire des années aprées I’irradiation au moment ou la cellule tente de se réengager dans le

cycle cellulaire. Ce phénomene participe ainsi aux effets tissulaires tardifs.

(i) L’effet tissulaire indirect des rayonnements ionisants correspond a I’impact sur les
tissus de médiateurs vasoactifs, pro-coagulants et inflammatoires (cytokines, facteurs de
croissance et chemokines) qui sont la conséquence de la mort nécrotique des cellules
irradiées.

(iii) L effet fonctionnel des rayonnements ionisants résulte de I’irradiation non létale de
certaines cellules du tissu. Cette irradiation non létale se traduit par des changements
d’expression génique et des modifications protéiques dans des molécules intra/extra
cellulaires exprimées (activation protéasique activation de facteurs latents de
croissance...). Ces modifications engendrent une diminution de la capacité réplicative du

tissu et induisent une accélération de la sénescence tissulaire.

C’est la combinaison complexe de ces trois effets qui permet d’expliquer et de comprendre
les lésions tissulaires radio-induites. Par exemple, la fibrose radio-induite trouve des
implications associées a (i) I’effet cytocide du fait de la mort des cellules endothéliales, des
cellules épithéliales et du parenchyme, a (ii) I’effet indirect & cause de la dévascularisation

tissulaire induite suite a I’irradiation ainsi qu’a (iii) 1’effet fonctionnel par la libération de

13
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facteurs impliqués dans la coagulation, I’inflammation et le développement de matrice

extracellulaire (Denham et al., 2001).

1.1.3 Les unités de mesure de la radioactivité

L’activité d’une source radioactive est le nombre de désintégration des noyaux de ses
atomes par seconde. Elle est mesurée en becquerels (Bg). Afin d’évoquer la quantité de
rayonnement absorbée par la matiére vivante, le terme de dose est employé. Elle est exprimée
en Grays (Gy). Un Gray correspond a 1’absorption d’un joule d’énergie pour un kilogramme
de matiere. La dose efficace de radioactivité recue prend en considération la dose et les effets

biologiques au tissu. Elle est exprimée en sieverts (Sv).

Dans la suite de cette partie 1, les informations données seront abordées en considérant la
radiothérapie des cancers de la zone pelvienne ainsi que les effets biologiques et

complications gastro-intestinales qui leur sont associés.

1.2 L’optimisation des traitements de radiothérapie

La radiothérapie a visée curative est un traitement locorégional des cancers qui vise a (i)
bloquer la prolifération des cellules tumorales et a provoquer leur mort tout en (ii) préservant
au mieux les tissus sains qui se trouvent autour de la tumeur et dans le champ d’irradiation.
Elle peut ou non étre associée a d’autres stratégies thérapeutiques que sont la chimiothérapie

ou la chirurgie.

L’objectif de cette sous-partie est de mettre en avant ’ensemble des avancées scientifiques
et technologiques qui permettent 1’optimisation des protocoles de radiothérapie en favorisant
I’objectif (i) et surtout (ii). Pour cela, dans un premier temps, quelques notions générales sur
le principe de la radiothérapie et quelques données sur les facteurs clés qui lui sont associés

sont proposées.

1.2.1 La notion d’équilibre de la balance bénéfice / risque

Les tissus sains ont une meilleure capacité de réparation que les tissus tumoraux. La
balance bénéfice/risque du traitement en radiothérapie est un équilibre délicat a trouver dans

I’application de la dose. Le but est :
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e de délivrer au volume tumoral une dose dite de contréle tumoral, i.e. qui permet

d’obtenir dans 90% des cas la stérilisation locale totale de la tumeur ;

e de limiter la dose aux tissus sains ou organes a risque (OAR), a proximité de la
tumeur et dans le champ d’irradiation. Une dose de tolérance maximale est donnée
pour chaque OAR en fonction de la dose maximale tolérée pour un volume irradié
donné. Cette dose de tolérance est souvent le facteur limitant de la dose applicable
a la tumeur. Le tableau 1 indique les doses de tolérance acceptées pour certains
OAR de la zone abdomino-pelvienne pouvant étre exposés aux rayonnements

ionisants au cours des radiothérapies pelviennes (SFRO 2007).

Tableau 1: Dose de tolérance pour les OAR de la zone abdomino-pelvienne (source: Guide des

Procédures de Radiothérapie Externe SFRO 2007).

Organe sain
Dose de tolérance
(organe a risque)

Dose maximale de 50 Gy
Intestin gréle
Dose maximale de 40 Gy sur un grand volume

Dose maximale de 45 Gy
Estomac / Duodénum
Dose maximale de 54 Gy dans un petit volume

Dose maximale de 60 Gy sur un volume < a 50% du volume total
Vessie
Dose maximale de 70 Gy sur un volume < a 20% du volume total

Cols, tétes fémorales Dose maximale de 50 Gy sur un volume < a 10% du volume total

Dose maximale de 60 Gy sur un volume < a 50% du volume total

Rectum (paroi )
tale) Dose maximale de 70 Gy sur un volume < a 25% du volume total
rectale

Dose maximale de 74 Gy sur un volume < a 5% du volume total

Pour atteindre ce double objectif, les cliniciens adaptent leur traitement en développant
essentiellement des protocoles d’irradiation spécifiques et appropriés. Surtout, ils peuvent

aussi s’appuyer sur les progres technologiques réalisés ces vingt derniéres années.
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1.2.2 L’optimisation des protocoles de radiothérapies par les facteurs
radio-biologiques

Un certain nombre de facteurs radio-biologiques est a considérer pour optimiser les
protocoles car ils influent sur les effets des radiations ionisantes et donc sur ’efficacité des

traitements.

La sensibilité de la tumeur a I’irradiation dépend de son type histologique, de son stade, de
ses propriétés morphologiques (volume tumoral) et anatomiques (extension), ainsi que de sa
profondeur au sein du tissus. Ces facteurs sont donc a considérer au moment de déterminer la
dose efficace (totale) a appliquer. Par exemple, plus le volume tumoral est important et/ou
plus la tumeur est située en profondeur (tumeur infiltrante), plus la dose efficace a appliquer

devra étre importante.

L’optimisation de I’efficacité biologique du traitement passe donc par un choix de
parametres opératoires clés: (i) la dose par séance, (ii) le nombre total de séances
(fractionnement) et, (iii) la durée du traitement (1’étalement). En effet, en plus de la dose
totale et de la dose par séance, les parameétres fréquentiels et temporels ont également une
incidence sur I’effet la destruction tumorale mais aussi sur 1’effet biologique engendré par les

radiations aux tissus sains.

L’objectif est de permettre la destruction tumorale et de laisser le temps au tissu sain de se
réparer, avant I’application d’une nouvelle dose. Classiquement, en radiothérapie externe, une
dose par séance de 1,8 a 2 Gy est appliquée, les séances sont quotidiennes avec une fréquence
de 5 jours sur 7 pendant une durée totale de traitement qui ne dépasse pas quelques semaines

(en moyenne de I’ordre de 7 semaines).

Dans certains cas, comme les cancers de la prostate ou les cancers de la sphére ORL, il est
intéressant d’adapter la dose par fraction et le temps entre deux séances. Ainsi des protocoles
(1) d’hypo fractionnement (diminution du nombre de fractions avec une augmentation de la
dose par fraction) ou (ii) d’hyper fractionnement (augmentation du nombre de fractions par
jour en diminuant la dose mais sans réduction de 1’étalement du traitement) peuvent étre mis

en place.

Dans le passé, I’hypo fractionnement a montré ses limites avec une augmentation des

complications tardives chez les patients. Cependant, des études récentes tendent a démontrer
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pour certains cancers, notamment celui de la prostate, le bénéfice thérapeutique de ce type de
stratégie. Pour des cancers de la prostate avancés ou graves, il a pu étre observé une meilleure
efficacité anti-tumorale du traitement en hypo-fractionnement par rapport au traitement avec
un protocole classique, sans pour autant remarquer une aggravation des complications a court
et moyen terme. (Arcangeli et al., 2010, 2011; Supiot et al., 2013). De plus I’application de ce
type de protocole permettrait d’engendrer moins de fatigue chez les patients en limitant le
nombre de déplacements et serait financiérement intéressante (Cosset et al., 2013). Excepté
dans le cas de radiothérapies palliatives a visée antalgique, 1’utilisation de 1’hypo
fractionnement reste cependant toujours controversée. En effet, le manque de recul sur les
effets de ’hypo fractionnement a long terme (dans les cas spécifiquement cités) suscite un
débat au sein de la communauté des radiothérapeutes quant & son usage en clinique.

L hyper fractionnement est utilisé dans le cas des cancers de la sphére ORL car il permet

un meilleur contrdle de ce type de tumeurs (Stuschke and Thames, 1997).

1.2.3 L’optimisation des protocoles de radiothérapie par les techniques

de radiothérapie.

L’amélioration des connaissances en radiobiologie a permis de mettre en place des
stratégies thérapeutiques adaptées. Cependant, ce sont principalement les progrés techniques
qui ont permis d’améliorer la stérilisation tumorale tout en minimisant la dose délivrée aux

tissus sains I’environnants.

Il existe trois grands types de radiothérapies : la radiothérapie externe, la curiethérapie et la
radiothérapie interne (une description est fournie en annexe 1). L’option thérapeutique
sélectionnée par le corps médical est étroitement liée aux caractéristiques de la tumeur ainsi

qu’aux OAR sains avoisinant cette derniére.

La radiothérapie externe est la technique de radiothérapie la plus utilisée. Cette technique
utilise une source de rayonnement située a I’extérieur du patient. Dans 93% des cas, la
radiothérapie externe est conformationnelle (situation des cancers en 2011-Institut National
du Cancer). Plusieurs faisceaux d’intensités moindres convergent au niveau de la zone
tumorale. Cette approche permet de réduire I’intensité des rayonnements au niveau des tissus

sains.
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Les progres technologiques réalisés en imagerie médicale et en informatique ces dernieres
années ont aussi permis des améliorations notables pour (i) une meilleure définition de la
cible tumorale (imagerie utilisée dans la préparation des traitements), (ii) une optimisation de
la distribution de la dose délivrée au volume a irradier (Radiothérapie avec modulation
d’intensit¢ ou IMRT,...), (iii) une prise en compte des variations anatomiqueS €n COUrs
d’irradiation (radiothérapie guidée par I’image, adaptation du volume pendant I’irradiation,
mouvement du patient pendant 1’irradiation,...) (cf. annexe 2 pour une description plus

détaillée de ces techniques).

La spécificité balistique ainsi obtenue permet la diminution de la dose regue par les tissus

sains, limitant in fine les effets secondaires.

L’amélioration de la prise en charge thérapeutique des patients traités pour un cancer
permet d’augmenter le nombre de « survivant du cancer » ainsi que la durée de leur survie
apres traitement. Bien que la toxicité aux tissus sains ait été grandement réduite lors des
traitements par radiothérapie, 1’exposition des zones saines aux rayonnements ionisants reste
inévitable. Ces dommages radio-induits aux tissus sains engendrent des effets secondaires
néfastes, notamment tardifs, qui impactent grandement la qualité de vie de ces « survivants du
cancer ». Ceci est particulierement notable chez les patients ayant été traités par radiothérapie
pour un cancer de la zone pelvienne. L’incidence des personnes souffrant de ce type de
complications étant grandissante, la compréhension de leur physiopathologie en vue de leur

traitement représente donc un enjeu majeur dans les années a venir.

1.3 L’effet des rayonnements ionisants sur les tissus sains de la zone

abdomino-pelvienne

Dans cette partie 1.3, I’enjeu sociétal que représentent les complications tardives
abdomino-pelviennes successives au traitement par radiothérapie des cancers pelviens est
précisé. La prise en considération de ces éléments a d’ailleurs amené a la définition d’une
nouvelle pathologie multi-organes, «la pelvic radiation disease ». Les dommages radio-
induits au tractus digestif représentent 1’étiologie principale de cette pathologie, ils sont donc

ensuite plus precisément caractérises.
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1.3.1 Nécessité de la définition d’un nouveau formalisme

Les cancers pelviens sont des cancers qui impliquent a la fois des structures et organes de
la zone du bassin : vessie, anus, rectum, chondrosarcome, ostéosarcome ainsi que les organes
reproducteurs que sont la prostate, les testicules, les ovaires, 1’utérus, I’endometre, le vagin et
la vulve. Les OAR radiosensibles de la zone abdomino-pelvienne qui peuvent étre exposes
aux rayonnements ionisants au cours des radiothérapies pelviennes sont nombreux : le foie,

les ovaires, I’intestin gréle, le c6lon, le rectum... (tableau 1).

Les cancers pelviens sont ceux qui affectent le plus de personnes dans la population. Le
cancer de la prostate est notamment celui qui a la plus forte prévalence chez 1’lhomme (avec
56 800 nouveaux cas diagnostiqués en 2012) devant le cancer colorectal (23 200 pour homme,
18 900 pour Femme) (Source: Institut National du Cancer 2012). Son traitement par

radiothérapie externe ou interne impacte les OAR a proximité comme la vessie et le rectum.

L’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants lors du traitement par

radiothérapie des tumeurs pelviennes, entraine 1’apparition :

e d’effets secondaires (ou complications) immédiats, précoces ou aigus au cours du
traitement et juste apres la fin du traitement pour 80% des patients (Ballas et al.,
2006). Différents tissus, comme les os ou la peau pelvienne ainsi que diverses
fonctions organiques, telles que la mixtion ou le fonctionnement d’organes sexuels,

peuvent ainsi étre impactés.

o (’effets (ou complications) tardifs qui peuvent survenir plusieurs mois voire
années apres le fin du traitement. Ce dernier type de complications réduit
considérablement la qualité de vie des patients. De plus, la meilleure survie des
patients apres leur traitement a entrainé une augmentation du nombre de personnes
affectées par ces complications a moyen et long terme (environ 5% a 5 ans et 20 %
a 20 ans) (Andreyev et al., 2011).

Bien que tous les mécanismes physiopathologiques associés a ces effets secondaires ne
soient pas encore élucidés, leur spécificité est avérée. Le nombre croissant de personnes

affectees fait de cette problématique un enjeu de santé publique.
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Ainsi pour une prise en charge adaptée a la spécificité des syndromes de ces « survivants
au cancer », Andreyev, medecin spécialisé en gastroentérologie a récemment défini une
nouvelle maladie la « Pelvic radiation disease » (Andreyev et al., 2011). Selon cet auteur, il
s’agit de «problémes transitoires ou persistants, d’intensités modérées a tres severes,
survenant dans des tissus non cancéreux et résultant du traitement par radiothérapie d’une

tumeur localisée au niveau du pelvis ».

A noter qu’au-dela du type d’organe consideéré, le risque, la sévérité et la nature des effets
secondaires dépendent de différents facteurs précédemment cités (cf. 1.2.2), mais aussi
d’autres parametres tels que la susceptibilité individuelle du patient, son état général, la
technique (radiothérapie externe, curiethérapie) ainsi que les traitements associés (Stone et
al., 2003).

1.3.2 L’irradiation du tractus digestif au coeur de la « pelvic radiation

disease »

Les symptdmes gastro-intestinaux sont ceux qui ont I’impact le plus important sur la
qualité de vie des patients (Andreyev, 2007; Andreyev et al., 2011). En effet, la perte de
I’intégrité de la muqueuse intestinale, successive a I’exposition aux rayonnements ionisants de
la zone pelvienne provoque dans 90% des cas, chez les patients traités, des changements
chroniques de leurs fonctions intestinales. Un patient sur deux affirme avoir vu sa qualité de
vie affectée par ces symptémes gastro-intestinaux. Vingt a 40% des patients décrivent un effet

de moyen a modéré de leur qualité de vie (Andreyev, 2007).

L’importance de I’incidence de ces complications chez les patients peut s’expliquer par les
caractéristiques anato-morphologiques du tractus digestif. D’une part, le renouvellement
rapide de la muqueuse affecte considérablement la sensibilité des différents segments
intestinaux aux rayonnements ionisants. D’autre part, I’organisation structurelle en série du
tube digestif, en opposition a 1’organisation paralléle d’un organe (par exemple les reins),
implique que la détérioration d’une sous-unité a une incidence sur toute la fonction de cet

organe.

Au-dela des caractéristiques biologiques précedemment citées, le tube digestif, et plus
particulierement le c6lon distal et le rectum, sont des structures majeures dans 1’étude des

complications successives aux traitements par radiothérapie de la zone pelvienne ; en effet ce

20



Chapitre | : Etude bibliographique

sont des OAR de cancer de haute incidence dans la population et leur position fixe dans le
pelvis implique la réception d’une dose a chaque séance. Le cdlon et plus spécifiquement le
cblon distal est notamment pour ces différentes raisons 1’organe d’étude de ma recherche

doctorale.

1.3.3 L’origine, les symptdmes et les traitements associés des
complications gastro-intestinales radio-induites
La sévérité des complications gastro-intestinales chez les «survivants au cancer » est

donnée par leur grade clinique. Son évaluation est basée sur des criteres anatomo-

physiopathologiques, comme précise dans le tableau 2.

Tableau 2 : Grade d’évaluation clinique des complications gastro-intestinales radio-induites (Source :

Association Francaise d’urologie 2006).

Grade 1 Aucun changement.
Diarrhées légéres ; quelques douleurs coliques ; moins de 5 selles par
Grade 2 ) )
jour ; selles glaireuses.
Diarrhées modérées ; plus de 5 selles par jour ; rectite glaireuse ou
Grade 3 ) .
hémorragique.
Grade 4 Obstruction ou rectorragie nécessitant une chirurgie.
Grade 5 Nécrose, perforation, fistule, décés.

De maniere plus précise la figure 3 donne une vue d’ensemble non exhaustive des causes,
des symptomes et des traitements associés a 1’entérite ou la rectite radique (respectivement
Iésions / altérations de la paroi intestinale et rectale successives a 1’exposition au rayonnement

ionisants,) précoce et tardive.

Tout d’abord, une description histologique, plus détaillée que dans la figure 3, de I’entérite
et de la rectite radique est proposée. Pour les temps précoces, une dénudation épithéliale avec
la formation de micro-abceés au niveau des cryptes ainsi qu’une ulcération de la muqueuse
sont observées. Associées a ces modifications structurelles biologiques, une perte des cellules
souches épithéliales ainsi qu’une infiltration de cellules immunitaires dans la lamina propria

sont caractérisées. Pour les temps tardifs, des occlusions vasculaires, traduisant 1’ischémie et
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la necrose tissulaire, ainsi que la mise en place d’une fibrose au niveau du compartiment sous-

mugqueux, et, une dilatation des vaisseaux lymphatiques sont observées (Theis et al., 2010).

Les symptomes cliniques des patients souffrant d’entérite ou de rectite radique sont
maintenant explicités. Pour les temps précoces, ’apparition notamment de diarrhées, de
douleurs, de ballonnements, de vomissements et de petits saignements sont signalés par les
patients. Puis, plusieurs mois voire plusieurs années apreés la fin du traitement, les principaux
symptdmes tardifs décrits sont, de légers écoulements de sang, une incontinence partielle, des
épisodes de diarrhées et de constipation mais aussi des douleurs viscérales chroniques. La
fréquence et la sévérité de ces complications sont d’ailleurs considérablement aggravées dans
le cas d’accidents, lorsque les patients, comme ceux d’Epinal, recoivent un surdosage
d’irradiation au cours de leur traitement. Dans les cas les plus graves, le pronostic vital de ces

patients peut d’ailleurs étre engagé (Peiffert et al., 2007).

Les symptomes chroniques décrits ci-dessus découlent directement des dommages
structurels tissulaires tardifs radio-induits (dépdt de collagene, congestion de la muqueuse et
anomalies vasculaires notamment) qui alterent les fonctions intestinales (motilite,
perméabilité, absorption) (Harb et al., 2014; Theis et al., 2010). Leurs traitements sont
seulement symptomatiques, permettant d’atténuer ou de faire disparaitre temporairement

certains symptomes, mais ils ne s’attaquent pas directement aux causes qui les provoquent.

L’effet des rayonnements ionisants sur les tissus sains n’est cependant pas le seul facteur
qui contribue & 1’apparition de telles complications. Des traitements complémentaires
(chimiothérapie et/ou interventions chirurgicales), la variabilité individuelle du patient
associée a sa radiosensibilité, et le fait qu’il souffre d’autres pathologies peuvent influer

significativement sur la nature et la sévérité de ces effets tardifs.
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Figure 3 : Origines des complications précoces et tardives abdomino-pelviennes, successives a I’exposition aux rayonnements ionisants de la zone pelvienne, et les

traitements associés (Andreyev, 2007; Kountouras and Zavos, 2008; Stone et al., 2003) et la SFRO 2013.

Effets des rayonnements ionisants sur les
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Complications gastro-intestinales précoces

(80%)

(Ballaset al.,2006; Wang et al., 2006)

Symptoémes aigus des entérites et
rectites radiques précoces

Etiologies symptomatique s

Traitements
symptomatiques

- Diarrhées

- Crampes

- Ballonnements

- Douleurs

- Vomissements

- Petit saignements

- Pertes de I'intégrité de la barriére
intestinale (infection bactérienne /
Malabsorption des nutriments)

- (Edémes / Inflammations

- Hyperémies

- Anti-diarrhéiques

- Anti-inflammatoires
stéroidiens et non
stéroidiens

- Stéroides intra-rectaux

Complications gastro-intestinales chroniques
(5220 % de 5 a 20 ans respectivement)

(Andereyevetal., 2011)

Symptomes aigus des entérites et
rectites radiques précoces

Etiologies symptomatiques

Traitements
symptomatiques

- Légers écoulements de sang
- Incontinence partielle

- Douleur

Les plus
classiques

- Télangiectasies
- Anormalités vasculaires
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Dans ce contexte, il est donc nécessaire d’améliorer la compréhension des causes
moléculaires et cellulaires des symptdmes gastro-intestinaux radio-induits pour pouvoir les
traiter efficacement. Mon travail de these s'intégre donc dans cette logique en visant,
notamment, a étudier la douleur viscérale engendrée par 1’irradiation des tissus sains du c6lon

distal, et, a en étudier les mécanismes physiopathologiques associes.

Parmi les diverses maladies qui affectent le tube digestif, certains symptoémes sont
comparables a ceux de la «pelvic radiation disease ». L’étude des mécanismes
physiologiques, cellulaires et moléculaires qui leurs sont associés sont autant de pistes de
réflexion pour la compréhension des mécanismes a l’origine des complications gastro-
intestinales radio-induites. Je serai donc, au cours de mon manuscrit, amenée a les évoquer.
Dans la sous-partie 1.3.4 je me propose ainsi de décrire les principales caractéristiques

histologiques et cliniques de telles pathologies.

1.3.4 Les Pathologies intestinales

L’objectif de ce paragraphe est d’introduire de maniére non exhaustive les pathologies
gastro-intestinales les plus fréquentes et celles qui ont le plus d’intérét dans le cadre de mon
étude ; et ceci en décrivant brievement dans chaque cas a la fois leurs caractéristiques anato-

morpathologiques ainsi que leurs symptomatologies.

Parmi ces pathologies, se distinguent :

e Les Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI) ou Inflammatory
Bowel Disease (IBD) qui sont le résultat d’une dérégulation de la réponse
immunitaire (muqueuse) intestinale face a la microflore de 1’hdte. Ces maladies
sont marquées par une inflammation chronique et incontr6lée au niveau du tractus
digestif. Le diagnostic est basé sur la présence transmurale ou superficielle de
« patchs » d’infiltration granulomaires et/ou de cellules inflammatoires. Ces
pathologies apparaissent comme étant liées a des facteurs géneétiques et
environnementaux (Hanauer, 2006 ; Abraham and Cho, 2009).

Les deux IBD les plus connues sont la maladie de Crohn ou « Crohn’s Disease »
(CD) et la rectocolite hémorragique ou encore « Ulcerative Colitis » (UC). Les
différences entre ces deux formes de MICI sont notamment anatomiques (régions

du tractus digestif impliquées dans la pathologie) et macroscopiques/histologiques
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(localisation de I’inflammation). Dans le cas de la CD, certaines parties de
I'intestin, comme I'iléum ou le cdlon, sont atteintes par une inflammation
transmurale. Chez ces patients, les zones enflammeées, ulcérées sont discontinues et
parfois la présence de granulomes peut étre observée.  S'agissant de I'UC,
Iinflammation est localisée dans la muqueuse. Les régions du tractus digestif
touchées sont alors le rectum et une partie du colon, voire son intégralité (Abraham
and Cho, 2009; Hanauer, 2006; Strober et al., 2007).

Les IBD sont marquées par des périodes de rémission et de rechute. Dans le dernier
cas cité, les symptdmes qui apparaissent sont : des douleurs abdominales, de la
diarrhée, des saignements rectaux, une perte de poids, de la fiévre ainsi que de la
fatigue. Chez les patients atteints de CD on peut aussi noter la présence
d’obstructions et de fistules (Strober et al., 2007).

e Les Troubles Fonctionnels Intestinaux (TFI) sont diagnostiqués sur la base de
symptdmes décrits dans les criteres de Rome et sont attribuables au tractus gastro-
intestinal moyen et bas. Le diagnostic est posé lorsque le patient décrit avoir
ressenti ces symptomes au moins 12 semaines durant les 12 derniers mois, et, sans
qu’aucune explication structurelle ou biochimique n’ait pu étre donnée (Thomsen et
al., 1998).

Parmi ces TFI, le plus connu, le Syndrome de I’Intestin Irritable (SII) ou Irritable
Bowel Syndrome (IBS) est caractérisé par des douleurs abdominales chroniques et
des modifications dans le fonctionnement du tractus digestif qui se traduisent par
I’apparition d’épisodes de diarrhées, de constipation ou une alternance des deux

(Thomsen et al., 1998).

Le contexte général de I’étude étant établi, la partie 2 vise a décrire 1’organe central de ce
mon travail de recherche : le c6lon, premier site de genése du message douloureux dans notre

contexte.
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2 LE COLON COMME « ORGANE SENSORIEL »

L’intestin est la portion de 1’appareil digestif qui relie 1’estomac, ou les aliments ont été
brasses, prédigeérés et stérilisés, a I’anus. Il est divisé en deux parties : d’abord, I’intestin gréle
puis, en aval, le gros intestin ou colon. L’intestin gréle est a la fois le lieu de la derniere étape
de digestion et d’absorption des nutriments, et une structure capable d’absorber de grandes
quantités d’eau. Le cdlon correspond au siége d’absorption d’eau et d’électrolytes pour le
maintien de 1I’équilibre hydrominéral de 1’organisme et pour la formation des matériaux
solides non digestibles, les féeces. Ces deux parties sont structurellement proches. Les roles
fonctionnels distincts qui leurs sont attribués sont le produit de différences ultra-structurelles

(type cellulaire, présence de microvillosité au niveau de I’épithélium de I’intestin gréle...).

Dans le cadre de mon travail de thése, je me suis plus spécifiguement intéressée au cdlon
qui représente ainsi le sujet central de cette partie 2. Cependant, des études menées au niveau
de Dintestin gréle sont aussi abordées dans cette étude bibliographique, lorsqu’elles

permettent d’apporter un éclairage scientifique utile a mon étude.

J’ai souhaité aborder cette étude du c6lon en m’appuyant sur une approche systémique, et,

en mettant en avant les acteurs biologiques majeurs de notre étude (figure 4).

En effet, I’organisation structurale et cellulaire du c6lon au travers d’une description
anatomique traduit sa fonctionnalité, et ces aspects sont d’ailleurs abordés ici. Toutefois le
cblon est une unité intégrée, caractérisée par différents systémes de contrdle et de régulation
(figure 4) : un systeme endocrinien, un systeme immunitaire et un systéme nerveux
intrinseque ou systeme nerveux entérique (SNE) (systéeme nerveux de contrble local) ainsi
qu’un systéme nerveux extrinséque, organisés en réseau (Prins, 2011; Wood, 2007). Une
modification de I’environnement luminal ou du milieu interne peut ainsi étre « détectée » par
le biais de ces systémes de contrdle en interaction. Le c6lon est ainsi défini comme un organe
qui « sent » (Furness et al., 2013). Le traitement intégré de cette information se traduit ensuite
par des modifications dans 1’activité des systemes effecteurs (cellules epithéliales de la
muqueuse, muscle, vaisseaux sanguin) du colon. Ces différents systémes régulateurs et
effecteurs permettent ainsi de produire une réponse biologique, telle que lI'absorption ou la

motilité¢, coordonnée et adaptée aux conditions de 1’environnement intestinal. En revanche,
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une dérégulation de ces systemes favorise la mise en place d'un «fonctionnement

Différents niveaux
de controle nerveux

Systeme Nerveux Central

(Systéme nerveux autonome)

N

Systéme immunitaire

Systéme endocrinien

Niveau 4
Systéme nerveux Parasympathiq Systéme nerveux Sympathique
Innervationsensorielle sacrée Innervation sensorielle thoraco-lombaire
(ganglions dorsaux rachidiens) (ganglions dorsaux rachidiens)
[ sesessesenesaneoay v e e v v e e 8 0
. Ganglions ——>  Ganglions sympathiques : Niveau 2 et 3
H parasympathiques . 9 ympathig : T
v v p
! Cablon
|
1 Systéme de controéle local v
Microbiote, 1 Systéme nerveux entérique
Pathogénes | Plexus sous-mugueux
. 1
(A composition o .
physico- 1 Plexus myentérique Niveau 1
chimique) !
1
1
|
1

4

|

Systéme effecteur

Muscle Mugqueuse

Systeme sanguin

Réponse biologique:
- Controle des mouvement fluidiques transmuraux
- Contrdle des flux sanguins
- Controle de I’activité contractile

Figure 4 : Représentation systémique des divers systemes de régulation et niveaux de contrdle nerveux

qui permettent la régulation des fonctions coliques (adapté de (Prins, 2011; Wood, 2007)).

Les niveaux de contrdle nerveux du cdlon : Niveau 1-contréle local du SNE indépendant du systéme nerveux

extrinséque ; Niveau 2-controle périphérique réflexe qui peut étre influencé par les fibres sympathiques pré-

ganglionnaires de la moelle épiniére; Niveau 3-contréle nerveux du célon par le systéme nerveux

parasympathique et sympathique, déterminé, en partie, par des réflexes avec les fibres sensorielles qui

remontent le long du systeme nerveux autonome;

Niveau 4- Les centres supérieurs intégrent les

informations en provenance des niveaux 2 et 3 et envoient des signaux vers le colon. L’innervation

sensorielle est représentée par des fleches vertes.
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Dans ce contexte, I’objectif de cette partie est :

e d’introduire 1’organisation structurelle et les grandes fonctions coliques,

e (e décrire son innervation intrinséque et extrinséque. Les rbles joués par ces systemes
nerveux dans le controle et la régulation des fonctions intestinales sont d’ailleurs
précises, de maniére non exhaustive. Et enfin,

e d’introduire, parmi les afférences nerveuses sensorielles, celles qui sont directement

impliquées dans les processus douloureux.

2.1 Les réles du colon

Le c6lon se subdivise en cing parties a partir du caecum : le cdlon ascendant (ou droit), le
cblon transverse, le cdlon descendant (ou gauche ou distal), le c6lon sigmoide, et enfin le
rectum qui s’ouvre par un orifice entouré d’un sphincter, 1’anus (figure 5). Cette organisation
est identique chez I’homme et le rongeur, a la différence pres que le caecum murin a

proportionnellement une taille beaucoup plus importante chez le rongeur.

Par ailleurs, les grandes fonctions coliques sont :

o la défense de I’organisme contre les éléments nuisibles présents au sein de la
lumiére intestinale. La muqueuse colique joue en effet un rble de barriere
intestinale,

e le maintien de 1’équilibre de la balance hydrominérale de 1’organisme ainsi que la
régulation de la composition des féces (i.e. des composés solides, non digérables,
dépourvus de nutriment et qui correspondent a un mélange de chyles, de mucus et
de bactéries) en eau et en sels minéraux, et

e la propulsion des feces le long du tube digestif jusqu’a 1’anus, ce que I'on nomme la

motricité intestinale.
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Figure 5 : Représentation chez ’homme de I’anatomie colique.

(http://www.cancercare.ns.ca/en/home/preventionscreening/coloncancerprevention/fag.aspx)

2.2 L’anatomie fonctionnelle du célon

La structure pariétale du colon consiste en 1’association de quatre couches concentriques
associées. Cette structure est conservée le long de I’intestin (Smith and Calhoun, 1968) (figure
6 A). De la lumiere intestinale (a) vers I’extérieur du colon, se situent : la muqueuse (b), la
sous muqueuse (c), la musculaire (ou muscularis externa) (d) et la séreuse (ou adventitia) (e).
Ces compartiments sont interconnectés morphologiquement, nerveusement et

fonctionnellement pour une action coordonnée de la structure.

o0

A

Figure 6 : Structure colique (A. Structure pariétale du colon, B. Coupe circulaire de colon (coloration
hématoxyline-éosine-safran (HES))). (a) : lumiére intestinale ; (b) : muqueuse ; (c) : sous-muqueuse); (d):
musculeuse ; (e): séreuse; (1) : épithélium; (2): lamina propria; (3): muscularis mucosa ; (4): surface
épithéliale ; (5) : crypte de Lieberkiihn ; (6) : plexus de Meissner ; (7) : couche musculaire circulaire interne ;

(8) : couche musculaire externe longitudinale ; (9) : plexus d’Auberach. Echelle : 100 um.
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En s’appuyant sur la figure 6B, |’organisation structurelle, cellulaire et ultra-
structurelle de chacun des compartiments coliques est décrite précisément dans la suite de
cette partie :

2.2.1 La muqgueuse

La muqueuse colique est formée d’un épithélium (1) monostratifié qui repose sur une
couche basale composée de collagene (type 1V), de protéoglycanes, de laminine et de
fibronectine (Simoneau et al., 1998). Les intégrines des cellules épithéliales interagissent
directement avec cette couche favorisant 1’adhésion et la cohésion épithéliale (Beaulieu,
1999). Cette cohésion épithéliale est renforcée par la présence de jonctions serrées et

adhérentes entre les cellules polarisées de la muqueuse colique.

La couche basale sur laguelle reposent les cellules épithéliales est disposée sur un tissu
conjonctif de soutien, la lamina propria (ou chorion) (2). Cette lamina propria (LP) est
composée de protéoglycanes entre lesquels s’intercalent collagéne, réticuline et fibroblastes.
Ce tissu est également riche en cellules immunitaires, notamment des lymphocytes T et B, des
Natural Killers (NK), des macrophages, des cellules dendritique (DC), des neutrophiles et des

mastocytes.

Par ailleurs, la LP repose elle-méme sur un autre tissu: la muscularis mucosa ou
musculaire muqueuse (3) qui est lui-méme constitué de deux feuillets de cellules musculaires

longitudinales et circulaires.

De plus, I’épithélium colique, structure de la muqueuse en contact direct avec la lumiére
intestinale est replié sur lui-méme. Deux régions structurellement différentes sont ainsi
distinguées : la surface épithéliale (4) et les cryptes de Lieberkiihn (5), zones d’invagination
de I’épithélium. Au niveau de ces prolongements, se retrouvent a la fois la LP et la muscularis

mucosa.

Les différentes cellules épithéliales spécialisées (figure 7), qui appartiennent au systeme
effecteur, jouent un réle primordial dans les différentes fonctions coliques. Elles sont
responsables : (i) du renouvellement cellulaire de la barriere épithéliale, (ii) de 1’absorption
d’eau pour la déshydratation du chyle et, (iii) de la sécrétion de mucus. Le mucus favorise la
lubrification intestinale (en vue de I’avancée des féces) et, en association avec 1’épithélium,
constitue la barriere intestinale de protection de I’organisme contre les éléments toxiques de la

lumiére.
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Figure 7 : Schéma des cellules de la crypte colique.

2.2.1.1 Les cellules souches et progénitrices

Ces cellules se situent au niveau du tiers inférieur des cryptes et sont responsables du
renouvellement des différentes lignées de cellules épithéliales différenciées qui migrent le
long de la crypte jusqu’a la surface épithéliale. La mort naturelle des cellules épithéliales
différenciées au niveau de la surface épithéliale est ainsi compensée, assurant le maintien

physiologique de I’homéostasie tissulaire de 1’épithélium colique.

Le manque de marqueur biologique a rendu la mise en évidence de ces cellules souches
difficile pendant longtemps. Cependant, dans les années 1990, des études les décrivent au
niveau de I’intestin gréle chez la souris uniquement. Elles seraient entre 4 et 6 cellules, et se
situeraient en position +4 (par rapport a la position des cellules de Paneth) au sein des cryptes
(Bjerknes and Cheng, 1999; Potten et al., 1997).

La communauté scientifique a du attendre 2007 pour qu’une population cellulaire,
exprimant le marqueur Lgr5 (leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5) et
qui correspondrait aux cellules souches intestinales (ISC) soit mise en évidence a la fois au
niveau de I’intestin gréle mais aussi du colon chez la souris (Barker et al., 2007). Barker et al.,
ont d’ailleurs démontré que ces ISC coliques seraient plus quiescentes que les ISC
intestinales, expliquant ainsi le renouvellement épithélial colique plus lent (Barker et al.,
2007). Dés lors, la caractérisation phénotypique de ces cellules se fait de plus en plus précise.

Récemment une distinction a été introduite entre les différentes cellules Igr5* de la base des
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cryptes coliques fondée sur leur aptitude a exprimer plus ou moins le marqueur SOX9 (SRY-
box containing gene 9). Les SOX9 « high » seraient les « vraies ISC » capables de former des
organoides in vitro et les SOX9 «low » appartiendraient au compartiment progéniteur
(Ramalingam et al., 2012). Ces dernieres, appelées aussi des précurseurs sont déja engagées

vers un des lignages des cellules épithéliales différenciées et sont capables de se multiplier.

2.2.1.2 Les cellules cylindriques

Ces cellules de I’épithélium bordant permettent 1’absorption des sels et de I’eau via un
transport dépendant de la concentration en sodium. Ces cellules possédent, en effet, au niveau

basolatéral de leurs membranes de nombreuses pompes sodium-potassium Na*-K *ATPase.

2.2.1.3 Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes présentent au niveau de leur cytoplasme apical des granules
contenant la mucine, protéine du mucus qu’elles vont pouvoir excréter vers le milieu
extérieur. Chez le rat, ces cellules représentent environ 50% des cellules des cryptes (Robert

et al., 2001). Ce mucus est un des composants de la barriere intestinale et facilite le transit.

2.2.1.4 Les cellules endocrines

Les cellules endocrines sécrétrices au niveau du colon sont peu nombreuses. Elles ont été
caractérisées au niveau du c6lon et du rectum humain. Une classification exhaustive reposant
sur le type de molécules sécrétées existe mais n’est pas évoquée ici. De maniére non
exhaustive, parmi les divers types de médiateurs biologiques qu’elles libérent se distinguent :
la sérotonine (5HT), la substance P (SP), le Glucagon, la somatostatine, la neurotensine. Ces
médiateurs biologiques contribuent entre autre a la régulation des processus d’absorption et de

sécretion intestinale (Buffa et al., 1978).

2.2.2 Lasous-muqueuse

Enveloppant la muscularis mucosa de la muqueuse, se trouve un tissu conjonctif lache : la
sous-muqueuse. Ce tissu est constitué majoritairement de fibres de collagéne et de quelques
fibres élastiques qui favorisent le glissement des compartiments sous-muqueux / muqueux
I’'un part rapport a I’autre. Il est riche en vaisseaux sanguins, artériels et lymphatiques

(systeme effecteur). Au sein de ce compartiment, les 2 types de cellules immunitaires les plus
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représentes sont les macrophages et les mastocytes. Enfin, au sein de ce compartiment se

trouvent le plexus sous muqueux ou plexus Meissner (6) ainsi que des fibres nerveuses.

2.2.3 La musculeuse

Puis, vers I’extérieur du colon, la musculeuse est constituée de deux couches effectrices de
cellules musculaires lisses : une couche musculaire circulaire interne (7) et une couche
musculaire externe longitudinale (8). Entre ces deux couches de muscles est localisé le plexus
myentérique ou plexus d’Auberach (9). Les cellules musculaires lisses, contrairement aux
cellules striées, sont dotées d’automatismes. Ce compartiment, effecteur, est directement

responsable de I’avancée des féces.

Au sein de ces couches musculaires, des réseaux interconnectés de cellules musculaires
spécifiques, les cellules interstitielles de Cajal (CIC), permettent la dépolarisation, calcique
dépendante, des fibres musculaires sans aucune stimulation préalable (Thomsen et al., 1998)
A elles seules, elles créent des variations spontanées du potentiel de membrane du tube
digestif, appelées ondes lentes (OL), mais pas de réelle activité mécanique.

Ces réseaux sont situés a proximité des plexus nerveux et permettent un lien physique et
fonctionnel entre les plexus nerveux (et plus précisément les motoneurones) et les cellules
musculaires lisses, cellules avec lesquelles elles sont connectées via des jonctions serrées
(Wood, 2007).

2.2.4 La séreuse

La séreuse consiste en une tunique fine de cellules mésothéliales en lien avec le mésentére
qui adhére avec la musculaire, favorisant ainsi les changements de volume de I’intestin. Ce
tissu est caractérisé par la présence de veines, arteres et vaisseaux lymphatiques (systéme

effecteur) qui peuvent ensuite traverser I’ensemble des différents compartiments coliques.

2.2.5 Le systeme immunitaire et le microbiote

Le systeme immunitaire du c6lon est formé de follicules lymphoides et de cellules
immunocompétentes résidentes. En tant que systéme de contr6le local, son objectif est la
protection de I’organisme Vis-a-vis des organismes pathogenes. Deux types de réponses
immunitaires complémentaires peuvent étre mis en place : (i) une réponse « innée » ou « non
spécifique » et (ii) une réponse « adaptative ». La mise en place de la réponse non spécifique

est rapide et non ciblée contre un antigéne spécifique. En revanche la réponse « adaptative »
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est plus longue la premiére fois mais gardée en « mémoire » et elle est dirigée contre un

antigene en particulier.

La flore intestinale est particulierement riche en micro-organismes non pathogenes. Il
n’existe pas moins de 10™* & 10* microorganismes au niveau du célon chez I’homme (Sartor,
2008). La présence d’un grand nombre de bactéries commensales et symbiotiques permet,
d’une part, d’éviter que les populations pathogénes ne prennent numériquement le dessus au
niveau de la flore bactérienne, et, d’autre part, la digestion de certains composés encore non
digérés comme la cellulose. Le systeme immunitaire intestinal est capable de moduler sa

réponse face aux organismes commensaux non pathogenes.

2.3 L’innervation intrinseque et extrinseque du célon

L’ensemble des couches coliques est innervé. Se distinguent une innervation intrinséque
ou SNE et une innervation extrinseque constituées de neurones dont les corps cellulaires se

situent, respectivement intégralement dans la paroi digestive ou en dehors.

L’innervation sensorielle, constituée de neurones sensitifs mécano-, thermo- ou

chémorécepteurs, est plus précisément caractérisée dans cette partie 2.3.

2.3.1 Le systeme nerveux intrinseque

Le SNE assure de fagcon autonome la régulation de I’ensemble des fonctions intestinales. Il
est, & lui seul, capable de coordonner les différents systéemes effectifs de I’intestin: la
muqueuse épithéliale, la musculeuse, les vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que la
régulation des processus immuns et inflammatoires, pour un fonctionnement intégré de
I’organe (figure 4) (Furness, 2012; Prins, 2011; Wood, 2007).

Cent millions de neurones sont dénombrés au sein du tractus digestif, ce qui correspond a
un nombre de neurones équivalent a celui évalué au niveau de la moelle épiniére (Prins,
2011). De plus, les neurotransmetteurs du SNE sont identiques a ceux du systéme nerveux
central (SNC). Parmi ceux qui sont les plus classiqguement évoqués : 1’acétylcholine (Ach), la

SP, le monoxyde d’azote (NO), le peptide vasoactif intestinal (VIP) et la 5HT.

L’ensemble de ces raisons est donc a I’origine de 1’appellation de « little brain of gut » qui

est classiquement donnée au SNE (Prins, 2011).
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Structurellement, 1’innervation intrinséque est organisée en deux plexus nerveux. Le plexus
sous-muqueux régule les processus de sécrétion et d’absorption colique ainsi que le débit
sanguin local alors que le plexus myentérique assure majoritairement la régulation de la
contractibilité musculaire. Les neurones de ces ganglions nerveux sont interconnectés via des
synapses chimiques pour former des réseaux fonctionnels, indépendants, capables d’intégrer
et de traiter les informations du milieu. Des connexions fortes existent entre les deux plexus
qui forment un large réseau de fibres dans la paroi du célon (Furness, 2012; Prins, 2011,
Wood, 2007).

Cet ensemble de fibres nerveuses projette a la fois vers les cellules épithéliales, les fibres
musculaires et les vaisseaux sanguins (systeme effecteur). De plus, ce réseau nerveux est aussi
en interaction avec les cellules immunitaires du tractus digestif. Ces interactions sont
indispensables au fonctionnement de 1’organe dans des conditions physiologiques normales
(Furness, 2012; Prins, 2011; Wood, 2007). A I’inverse, leur dysfonctionnement peut entrainer

le développement ou le maintien de pathologies (Wood, 2007).

De maniére constitutive, le systéme nerveux entérique est composé de trois catégories de
fibres: les fibres effectrices (sécrétomotrices, motrices, ou vasomotrices), les interneurones et

les fibres sensorielles.

2.3.1.1 l’innervation intrinséque motrice

En premier lieu, les fibres effectrices ou les neurones moteurs entériques recoivent des
informations nerveuses en provenance des interneurones, des fibres sensorielles primaires
afférentes (IPANs) mais aussi de I’innervation extrinséque. llIs adaptent ensuite leurs réponses
fonctionnelles sécrétoires, motrices et vasodilatatrices en libérant notamment de 1’Ach, de la
SP, du NO, de I’ATP et du VIP (Furness, 2003, 2012).

Suivant le type de neurotransmetteurs sécrétés et la fonction considérée associée, ces
neurotransmetteurs sont soit excitateurs soit inhibiteurs. Plus précisément, I’activation de
I’activité sécrétoire est favorisée par la libération d’Ach, du VIP et d’ATP. L’Ach et la SP
sont impliques dans les phénomeénes de contraction musculaire alors que le NO, le VIP et

I’ATP permettent le relaichement musculaire (Wood, 2007).
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2.3.1.2 Ll'innervation intrinséque sensorielle

Ensuite, parmi les fibres sensorielles intrinséques qui sont des neurones sensitifs mécano-,
thermo- ou chémorécepteurs, plusieurs sous-populations sont caractérisees (figure 8).
Differents parameétres permettent de distinguer ces neurones sensoriels. Dans cet exposé nous

les évoquons en fonction de leurs zones de projection ainsi que de leurs réles biologiques.

Les fibres sensorielles primaires afférentes (IPANS) sont des neurones sensitifs capables de
répondre a des distorsions de la muqueuse, des changements chimiques et des changements de
tensions et/ou de compression des muscles dans des conditions physiologiques (Furness,
2003). Elles réalisent des connections synaptiques avec : des interneurones, des motoneurones
entériques, des fibres musculaires, et avec elles-mémes, au sein de la paroi intestinale. Elles
constituent donc le premier maillon de ce réseau coordonné de fibres qui permettent au SNE
de fonctionner comme un microcircuit capable a lui seul de réactions reflexes, au niveau local
(Furness, 2003, 2006; Furness et al., 1998, 2004). A titre d’exemple, certains stimuli
mécaniques et chimiques de la lumiére sont détectés par les cellules endocriniennes de la
muqueuse intestinale qui sécretent alors au niveau basolatéral des neuromédiateurs,

permettant ainsi 1’activation des IPANs (Furness et al., 2004).

Par ailleurs, certaines fibres nerveuses sensorielles dont le corps cellulaire est localisé au
niveau des plexus nerveux sont capables de projeter vers le systeme nerveux central. Ces
fibres nerveuses sont appelées les neurones sensoriels afférentes intestinofugaux (IFANSs). Les
IFANSs projettent au niveau du SNC (cerveau ou moelle épiniere), des ganglions sympathiques
ou d’autres organes (pancréas, vésicule biliaire) (Furness, 2006). Ils participent directement
aux réflexes entéro-entériques et a la communication entre différents organes abdomino-

pelviens.

Parmi les neurones sensoriels intrinséques développant des projections vers la moelle
épiniére, une population particuliere, les neurones Afférents Colospinaux (CANs) a été
caractérisée chez le rat au niveau du célon mais aussi dans le rectum (Doerffler-Melly and
Neuhuber, 1988; Suckow and Caudle, 2008). Ils pourraient étre directement impliqués dans
les processus d’hypersensibilité douloureuse, et, plus précisément, dans les processus de
maintien de la douleur (Suckow and Caudle, 2008, 2009; Suckow et al., 2012).
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Figure 8 : Innervation sensorielle intrinséque et extrinséque du célon (adapté de (Furness et al., 1998))

IPANSs : fibres sensorielles primaires afférentes ; CANs : neurones afférents colospinaux ; IFANs : neurones
sensoriels afférents intestinofugaux. Le corps cellulaire des CANs peut se situer au niveau des deux plexus
nerveux. Les IFANs peuvent projeter leurs afférences vers le SNC et aussi vers d’autres organes abdomino-

pelviens.

Bien qu’elles ne soient pas I’objet de mon propos dans ce manuscrit, les cellules gliales
présentes au sein des plexus entériques ont un rble fondamental. Elles sont en effet
notamment impliquées dans les processus de neurotransmission, de protection neuronal et de

maintien de la barriére épithéliale (Neunlist et al., 2007).

2.3.2 Le systeme nerveux extrinseque

Le systtme nerveux périphérique (SNP), via le systeme nerveux autonome
parasympathique (PS) et sympathique (S), ajuste I’action du SNE, affinant ainsi les réponses
fonctionnelles coliques. Les fibres sensorielles extrinséques au cdlon circulent dans les nerfs

splanchniques et transmettent les informations émanant de la sensibilité viscérale.

L’innervation intestinale extrinséque motrice puis I’innervation sensorielle sont décrites de

maniere constitutive et fonctionnelle dans cette sous-partie.
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2.3.2.1 Ll'innervation extrinséque motrice

La dualité de I’innervation extrinséque motrice est complexe et traduit sa fonctionnalité.
En effet, I’innervation PS a plutdt un réle d’activation des fonctions coliques alors que
I’innervation S est plutot impliquée dans les phénomenes d’inhibition de ces mémes fonctions

(cf. partie 2.4).

D’un point de vue structurel, I’innervation PS correspond a la fois a I’innervation vagale
(corps cellulaires des neurones preé-ganglionnaires dans le tronc cérébral) et a 1’innervation
par les nerfs pelviens de la moelle sacrée (corps cellulaires des neurones pré-ganglionnaires
dans la moelle sacrée). Pour ce qui est du cblon distal, cette innervation PS met seulement en
jeu les nerfs pelviens de la moelle épiniere sacrée (Al-Chaer and Traub, 2002; Sikandar and
Dickenson, 2012).

L’innervation S du célon distal implique quant a elle les afférences splanchniques de la
moelle épiniére thoraco-lombaire (corps cellulaires des neurones pré-ganglionnaires dans la
moelle thoraco-lombaire) (Al-Chaer and Traub, 2002; Sikandar and Dickenson, 2012).

En ce qui concerne les corps cellulaires des neurones post-ganglionnaires, ils se situent,
respectivement pour I’innervation PS et S, dans des ganglions intramuraux (en périphérie de
I’organe ou dans 1’organe innervé) et dans des ganglions paravertébraux (Al-Chaer and Traub,
2002; Sikandar and Dickenson, 2012).

2.3.2.2 l’innervation extrinseque sensorielle

Les fibres sensorielles extrinséques viscérales (figure 8) renseignent notamment sur 1’état
de contraction et de distension des muscles ainsi que sur 1’état de dilatation des vaisseaux
sanguins. Cette innervation extrinseque transmet ainsi les informations de la sensibilité
viscérale, et, participe ainsi a la mise en place d’arc réflexe visant a la régulation fonctionnelle
colique (figure.4). De plus, elle est aussi responsable de la transmission des informations

sensorielles douloureuses.

Les fibres nerveuses extrinséques peuvent se définir en fonction de la localisation de leur

corps cellulaire, et, de la zone du SNC vers laquelle elles envoient leurs projections.
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Les corps cellulaires des fibres nerveuses extrinseques afférentes sont localisés dans le
ganglion nodose pour les afférences vagales (qui ne concernent pas le colon distal) et dans les
Ganglions Rachidiens Dorsaux (GRD) pour des afférences spinales ou splanchniques

(innervation pelvienne du PS et thoraco-lombaire du S) (Furness, 2006).

Les afférences splanchniques sont les premiers acteurs impliqués dans la mise en place
d’arcs reflexes autonomes, jouant un role dans la modulation des fonctions coliques (Sikandar
and Dickenson, 2012). Les afférences sensorielles spinales sont aussi susceptibles de
transmettre des informations sensorielles capables d’évoquer une sensation consciente
d’inconfort ou de douleur (Sikandar and Dickenson, 2012). Cette transmission nerveuse est le
résultat d’une situation pathologique qui, le plus souvent, favorise 1’apparition de stimuli
nociceptifs (douloureux). Ces stimuli peuvent (i) étre mécaniques ou chimiques, et, étre
provoqués successivement a une lésion tissulaire, une ischémie ou une inflammation du tissu
et/ou (ii) étre liés a une altération fonctionnelle (Bueno et al., 1997; Janig and Morrison, 1986;
Ness and Gebhart, 1990).

Les différentes propriétés biologiques des fibres sensorielles et leur caractérisation en tant
que nocicepteurs sont précisées dans la partie 3.2.1.

2.4 Le role de l'innervation nerveuse dans la modulation de l'activité

fonctionnelle colique

L’ensemble des fonctions physiologiques du cOlon est contr6lé par 1’innervation
intrinséque et extrinseque colique. Les interactions que ce réseau neuronal entretien avec les
autres systemes de contréle locaux (immunitaire et endocrinien) ainsi qu’avec les différents

systemes effecteurs permet la modulation des fonctions coliques (figure 4).

L’objectif de cette partie est d’abord de présenter brievement les arcs réflexes neuronaux
qui sont impliqués dans ces processus de régulation fonctionnelle intestinale (figure 4). Puis
les activités coliques d’absorption, de sécrétion, et de contractibilité intestinales sont
présentées. De telles activités fonctionnelles sont notamment responsables du contréle des
grands ro6les fonctionnels coliques (barriére intestinale, équilibre hydrominéral de
I’organisme, composition des feces, motilité). Pour chacune de ces activités, leur modulation

par l’innervation intrinséque et extrinseque, dans des conditions physiologiques ou
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pathologiques, avec notamment I’implication des mastocytes (MC) (Wood, 2004), est mise en

avant.

L’objectif est d’envisager, dans des conditions pathologiques (comme apres irradiation),
qu’une dérégulation des systemes de contrdle, et plus particuliérement de 1’activité des fibres
nerveuses peut modifier les fonctions coliques. Ces processus étant intriqués, un
dysfonctionnement colique peut aussi avoir un effet sur les systtmes de contréle. Or,
I’ensemble de ces phénomenes sont impliqués (sensibilisation des fibres nerveuses,
dysfonctionnement de la motilité) ou corrélés (augmentation de la perméabilité membranaire)

aux mécanismes périphériques impliqués dans la douleur viscérale.

2.4.1 Les arcs réflexes de contrble nerveux

Les différents arcs réflexes de contrdle qui influent sur ’activité fonctionnelle du colon se

situent a plusieurs niveaux (figure 4). Se distinguent au niveau intestinal (Prins, 2011) :

e Une voie réflexe « locale » (Niveau 1) qui dépend directement du SNE. Les IPANs
sont les premiers acteurs dans la détection et la transduction de 1’information
sensorielle pour une intégration fonctionnelle via un réflexe interne entierement

contenu dans la paroi intestinale (Furness et al., 2004).

e Une voie réflexe dite entéro-entérique peériphérique (Niveau 2) impliquant le
systeme nerveux S. Les IFANs sont un des premiers maillons de la chaine
responsable de ce type de réflexe, qui met ainsi en relation différentes parties du
tractus digestif et favorise la coordination fonctionnelle de I’ensemble des régions
de ce tractus digestif (Furness, 2003). Ce type de réflexe peut &tre modulé par les

fibres sympathiques pré-ganglionnaires de la moelle épiniére (Prins, 2011).

e Une voie réflexe (Niveau 3) qui met en jeu des neurones dont le corps cellulaire se
situe dans des ganglions pré-vertébraux et qui projettent dans 1’intestin et des fibres

sensorielles qui suivent le systeme nerveux autonome.

e Une voie réflexe contrdlée directement par le SNC (Niveau 4), en réponse a
I’influence des fibres sensorielles qui suivent le systeme nerveux autonome

(exemples : les reflexes gastro-coliques ou recto-anal excitateurs).
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2.4.2 L’activité d’absorption et de sécrétion

Cette activité colique consiste en 1’absorption d’eau, d’ion sodium (Na*) et chlorure (CI)
ainsi qu’en la sécrétion d’ions bicarbonate (K* CO3H") et de mucus. Elle permet au colon de
jouer son réle de barriére intestinale, de maintien de 1’équilibre hydrominéral de 1’organisme
et dans la composition des féces. Dans cette partie 2.4.2 les échanges ioniques et le transfert

d’eau sont définis précisément alors que la sécrétion de mucus est seulement abordée.

2.4.2.1 Les mécanismes de I'absorption et de la sécrétion

Au sein de I’épithélium colique, le Na* de la lumiére intestinale pénétre dans les cellules
épithéliales et est préférentiellement dirigé vers la LP. En effet, la présence des pompes
Na’ /K*ATPases au niveau basolatéral des cellules épithéliales favorise le maintien d’une
concentration sodique intracellulaire faible (ce processus est aussi sous le contrdle notamment
de I’aldostérone). Parallélement, les absorptions d’eau, par osmose, et de CI', principalement

par voie paracellulaire, suivent ce gradient électrochimique de Na".

Dans le colon, I’entrée de CI™ depuis la lumiere intestinale au travers de la membrane
épithéliale est favorisée par un mécanisme antiport qui est couplé a la libération de HCO3"
vers la lumiere intestinale. L’acidité de la lumiére intestinale, provoquée par la fermentation

bactérienne, peut ainsi étre compensée.

Dans des conditions physiologiques, la réponse sécrétomotrice produit une stimulation du
pompage de Na*, de CI” et d’eau depuis la lumiére intestinale et une sécrétion de mucus par

les cellules caliciformes (Furness, 2003).

A P’inverse, dans des conditions « pathologiques », les sécrétions d’eau et de Na* vers la
lumiére intestinale sont associées a une libération d’ions CI” vers la lumiére intestinale. Ce
transport de CI” vers I’extérieur est favorisé par une hausse au sein de la muqueuse de la
concentration d’Adénosine Monophosphate cyclique (AMPc) ou d’agents susceptibles
d’augmenter sa concentration tels que les prostaglandines PGEZ2, la toxine de choléra ou
encore le VIP (Frizzell et al., 1979; Welsh et al., 1982).
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Cette regulation de I’activité secrétoire et absorptive dans des conditions physiologiques et
« pathologiques » est réalisée via les neurones moteurs sécréteurs dont I’effet fonctionnel
dépend du type de neuromédiateurs qu’ils libérent suite a leur activation. La libération de
Neuropeptide Y (NPY), de noradrénaline et d’enképhalines favorise les phénomenes
d’absorption alors que la libération de VIP, d’Ach, de SP ou de sérotonine entraine la
libération de CI" dans la lumiére intestinale, favorisant ainsi la sécrétion d’eau et de Na+
(Furness, 2003, 2012).

2.4.2.2 Le controle nerveux

Cette régulation est largement influencée par les réflexes sécrétomoteurs (comme les
réflexes vasodilatateurs) declencheés par des IPANs. Elle est par ailleurs modulée par
I’innervation extrinséque mais aussi par d’autres composants du milieu intérieur comme des
médiateurs libérés par les cellules épithéliales et inflammatoires (Wood, 2004, 2006, 2007).

Le but de cette sous-partie 2.4.2.2 est de décrire ces phénomenes.
a) Le role de I'innervation intrinséque

Au niveau intrinseque, deux mécanismes de fonctionnement mettant en jeu les IPANs sont

a considérer dans les processus de secrétion / absorption.

D’une part, les IPANS sous-muqueux peuvent étre considéerés comme de véritables
neurones sécretomoteurs. En effet, un IPAN semble étre capables suite a sa propre activation
de mettre en place un réflexe mononeuronal qui traverse son soma et se traduit par la

libération de I’ACh a I’extrémité opposée (Furness, 2003).

D’autre part, les IPANs sous-muqueux forment un large réseau neuronal en interconnexion
avec des neurones des plexus myentériques et sous-muqueux, afin de produire une réponse
fonctionnelle intégrée. La présence de toxines bactériennes au sein de la lumiére intestinale
entraine ainsi la mise en place d’un arc réflexe « local » qui implique & la fois les neurones
sécrétomoteurs des plexus sous-muqueux et les motoneurones des plexus myentériques
(Castro, 1989; Cowles and Sarna, 1990, 1991; Wang et al., 1991). Cet arc réflexe, dans les
études précédemment citées, permet ainsi d’augmenter entre autre la sécrétion d’eau et

d’¢électrolytes ainsi que 1’activité motrice pour favoriser I’élimination des toxines.
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b) Le rdle de I'innervation extrinséque

L’action des neurones sécrétomoteurs, dans des conditions physiologiques, est plutdt
inhibée par les fibres nerveuses extrinseques avec lesquelles ils sont en contact direct. Par
exemple, les fibres nerveuses sympathiques libérent de la noradrénaline, ce qui favorise les

processus liés & 1’absorption de Na* et d’eau (Wood, 2007).

Cependant, ces mécanismes de contréle nerveux locaux ou émanant de I’innervation
extrinseque sont aussi modulés par d’autres facteurs environnants, comme les cellules
immunitaires. Lorsque des processus anormaux prennent place, comme I’apparition d’un

processus inflammatoire, ces activités fonctionnelles sont ainsi directement impactees.
c) L'effet des médiateurs mastocytaires

L’implication fonctionnelle des mastocytes (MC) et de la communication bidirectionnelle
de ces cellules immunitaires avec les fibres nerveuses entériques et extrinséques a été mis en
évidence notamment par Perdue et al.,. La stimulation des MC se traduit en effet par une
augmentation de la sécrétion d’ions CI” au niveau de la muqueuse chez la souris. Cette
augmentation du courant transduit est abolie lorsque des antagonistes des médiateurs
mastocytaires (histamine et sérotonine) ou de la tetrodoxine (neurotoxine) sont utilisés
(Perdue et al., 1991).

L excitabilité des neurones moteurs sécréteurs est en effet augmentée suite a la libération,
par exemple, d’histamine par les mastocytes. Ce phénomeéne est 1i¢ a 1’action de ce médiateur
mastocytaire a deux niveaux : (i) une action directe de I’histamine qui active les neurones
sécretomoteurs en se liant sur leurs récepteurs membranaires et, (ii) une action indirecte de la
molécule qui en agissant au niveau présynaptique inhibe la libération de substances comme la

norépinéphrine par les fibres sympathiques (Wood, 2007).

2.4.3 L’activité contractile

La motricité colique est caractérisée par deux types de contractions: les contractions
segmentaires et péristaltiques. Les contractions segmentaires permettent le brassage du bol
alimentaire au niveau de l’intestin gréle alors que le péristaltisme est nécessaire a la

progression du contenu luminal (chyle puis feces) le long du tractus intestinal.

L’activité de contractibilité est rendue possible par la présence des deux couches
musculaires lisses (la circulaire et la longitudinale), la présence des CIC, et, par un controle

nerveux précisément adapté a la fonction de motilité.
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2.4.3.1 Les mécanismes de la contractibilité musculaire

Les couches musculaires lisses sont douées d’automatisme grace a la présence des CIC.
Cependant, c’est le SNE, et plus particulierement le plexus myentérique qui contrdle et
module I’activité de motilité dans le sens oral-aboral. 1l permet en effet la coordination des

deux couches musculaires 1’une par rapport a 1I’autre (Benarroch, 2007a).

Le role de I’innervation intrinséque sur cette fonction est prépondérant par rapport a celui
de I’innervation extrinseque (Furness et al., 1995). En effet, une défaillance ou une absence
du SNE se traduit par des phénoménes de pseudo-obstruction, respectivement chez les
patients atteints de la maladie de Cagas (pathologie neurodégénerative du SNE) (Matsuda et
al., 2009) ou du syndrome de Hirschpung (pathologie congeénitale au niveau du c6lon et du
rectum) (Swenson, 2002). Ce phénoméne de pseudo-obstruction n’est en revanche pas

observé lors d’une perte du systéme nerveux sympathique ou parasympathique.

2.4.3.2 Le controle nerveux

a) Le role de I'innervation intrinséque

Les mécanismes de ce réflexe péristaltique mettent en jeu les trois types de neurones du
SNE. (figure 9).

Des expérimentations menées suite a une distension ou une distorsion de la mugueuse au
niveau de I’intestin gréle de cochon d’inde ont mis en évidence I’implication des IPANs dans
le réflexe péristaltique (Furness et al., 1995). Plus précisément, la stimulation mécanique des
IPANS sous-muqueux et myentériques (par 1’arrivée du chyle par exemple), induit un double
réflexe. Un réflexe ascendant excitateur et un réflexe descendant inhibiteur modulés par
I’intermédiaire d’interneurones. La libération de médiateurs chimiques comme la SP ou I’Ach
par les motoneurones excitateurs et la libération de NO, VIP par les motoneurones inhibiteurs
permettent respectivement la contraction musculaire au niveau oral ainsi que le relachement
des muscles au niveau anal. Ces phénomeénes sont rendus possibles par la présence des CIC
qui constituent le lien fonctionnel entre les neurones moteurs et les fibres musculaires (figure
9).
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Figure 9 : Mécanisme du reflexe péristaltique entérique (Benarroch, 2007b).

Dans le cadre du réflexe pour la propulsion du chyle, la modulation de I’activité de
contractibilité des muscles est aussi soumise au réflexe entéro-entérique (deuxieme niveau de
contréle nerveux). Ce contrdle est décrit comme étant plutét inhibiteur dans le sens aboral, ce
qui facilite I’activité de propulsion.

Les IFANSs initient ce phénomene mais ne sont vraisemblablement pas les seuls impliqués.
En effet, I’innervation S est susceptible de moduler cette réponse fonctionnelle par une action
au niveau du ganglion sympathique spinale ou les IFANs projettent (Niveau 3) (figures 4 et 8)
(Furness, 2003; Prins, 2011).

b) Le réle de I'innervation extrinséque
De maniere genérale, en ce qui concerne I’effet de I’innervation extrinseque sur la
motricité intestinale :

L’innervation PS favorise 1’augmentation de 1’activité motrice alors qu’une activation par
le systeme S favorise une relaxation et une diminution du tonus digestif au niveau du c6lon et
du rectum.

Au niveau des processus de motilité, le SNP, et plus particuliérement 1’innervation PS
sacrée, provenant d’ailleurs majoritairement des ganglions cceliaques ou mésentériques, joue

un role fondamental dans les processus de défécation.
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c) L'effet des médiateurs mastocytaires

Entre autre, Serna et al., ont démontré dans un modéle d’inflammation colique chez le rat
que le traitement pharmacologique par un stabilisateur des MC permettait de prévenir
I’apparition d’hyper-motilité (Serna et al., 2006).

Les MC, entre autre, via leur lien avec le systeme nerveux, favorisent comme on 1’a vu les
processus de sécrétion (comme les processus de circulation sanguine qui ne sont pas évoqués
dans cette these) mais aussi ’activité motrice propulsive (Rijnierse et al., 2007; Wood, 2004,
2007). Ces mécanismes participent d’ailleurs a la défense de 1’organisme en favorisant
I’évacuation de substances ou de bactéries nocives de la lumiere intestinale (précédemment
évoqué dans le cas des réflexes entériques de la partie traitant des processus d’absorption et

sécretion).

La partie qui suit se propose de définir les notions ayant trait aux douleurs viscérales
chroniques et d’identifier les mécanismes de neurotransmission des messages douloureux
depuis leur lieu de genese, le célon, jusqu’a leur intégration au niveau des structures

supérieures du SNC.

3 LA DOULEUR VISCERALE

La douleur viscérale émane des organes internes du corps comme le cceur, les organes
reproducteurs, les structures des voies respiratoires, de I'abdomen supérieur, des voies

urinaires, et bien-sdr du tractus gastro-intestinal.
Difféerents phénomenes peuvent étre étiologiqguement responsables de sa survenue :
e |’existence de processus inflammatoires aigus ou chroniques,

e l’apparition de dysfonctionnements dans les processus mécaniques classiques de

ces organes (exemple : les troubles de la motilité gastro-intestinale),
e la génération de tumeurs, ou bien encore,

e la présence d’altérations des fibres nerveuses sensorielles extrinséques impliquées

dans les processus de transmission de ces messages douloureux.
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Les caractéristiques cliniques de la douleur viscérale rendent son interprétation et son
traitement complexe. En effet, sa localisation est diffuse, et, elle se traduit par des sensations
référées / projetées aux structures somatiques. Il est alors souvent difficile de la mettre en

rapport direct avec une pathologie.

Les caractéristiques spécifiques de la douleur viscérale sont la traduction de I’organisation
neuro-anatomique des réseaux nerveux qui transmettent le message douloureux. Ainsi, dans
cette partie 3 aprés avoir introduit quelques notions générales sur la douleur viscérale, une
description de la transmission du message nerveux douloureux est présentée. Une telle

description permet entre autre la mise en évidence des spécificités de ces douleurs.

3.1 La terminologie et les caractéristiques associées a la douleur

viscérale

C’est I’Association Internationale pour I’étude de la Douleur (IASP) qui a défini une
terminologie adaptée de la douleur viscérale chronique en fournissant notamment a la

communauté scientifique le « dictionnaire scientifique » des termes associés a la douleur.

3.1.1 Quelques définitions et notions générales

La douleur correspond a un mécanisme d’alarme qui permet a 1’organisme d’assurer sa
protection. Elle est définie comme «une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable
lice a des lésions tissulaires réelles ou potentielles ou décrites en termes de telles Iésions»
(TIASP). C’est une expérience complexe qui integre a la fois une composante sensori-
discriminative (analyse de la localisation et de I’intensit¢ du stimulus), une composante
affective et émotionnelle, et une composante cognitive et comportementale. Elle est donc

subjective, personnelle.

Par ailleurs, le terme nociception est employé lorsque le seul aspect sensori-discriminatif
de la douleur est considéré. La nociception correspond donc au processus neuronal

d’encodage des stimuli qui provoquent la douleur.

Les récepteurs sensoriels périphériques a 1’origine des messages nerveux provoquant la
douleur sont appelés nocicepteurs, selon le terme proposé par Sherrington en 1906. Ces

nocicepteurs, essentiellement des terminaisons nerveuses libres amyéliniques (fibres A et C
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(cf. partie 3.2.1.1)) qui innervent les tissus cutanés, musculaires et articulaires, répondent a

des stimulations d’intensité forte, généralement Iésionnelle.

Dans le contexte de la douleur viscérale, la distinction est faite entre les stimuli nocifs qui
peuvent léser les tissus sans engendrer forcément de sensation douloureuse et les stimuli
nociceptifs qui sont a I’origine de sensations d’inconfort ou douloureuses (Cervero and
Merskey, 1996).

Les messages nociceptifs sont donc codés au niveau des terminaisons libres des fibres
nerveuses afférentes nociceptives. Ces fibres nerveuses, dont le corps cellulaire se situe
majoritairement au niveau des GRD, transmettent I’influx nociceptif depuis la périphérie
jusqu’au deutoneurone, situé dans la corne dorsale de la moelle épiniére, qui est le deuxieme
neurone impliqué dans la transmission du message sensoriel. L’information relayée par ce
type de fibre nerveuse est ensuite transférée vers le cerveau ou elle sera intégrée et

transformée en message conscient de douleur (Queneau et al., 2003) (figure 8).

3.1.2 Lorsque la douleur devient une pathologie

3.1.2.1 La douleur aigiie

La douleur aigiie assure une fonction d’alarme pour 1’organisme. Elle permet le maintien
de son intégrité en associant un stimulus nociceptif a une sensation d’inconfort ou de douleur,

en liaison avec la zone stimulée.

3.1.2.2 Ladouleur chronique

Une douleur chronique est une douleur qui dure dans le temps. Elle correspond a un état
pathologique qui a perdu sa signification physiologique. Chez ’homme, cette derniére se
définit comme étant une douleur perdurant au-dela de trois a six mois et qui entraine des états
d’anxiété et de dépression. Ces douleurs pathologiques peuvent persister méme apres la

résolution d’un dommage tissulaire.
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Les douleurs chroniques sont souvent caractérisées et sous-tendues par des phénomenes de

neuroplasticité tant au niveau du systéme nerveux périphérique que central (Petersen-Felix
and Curatolo, 2002) :

les changements neuroplastiques au niveau périphérique correspondent a des
modifications neuroanatomorphologiques, neurochimiques et neurofonctionnelles

(hyperplasie, synaptogénése...) (Bueno and Fioramonti, 2002; Demir et al., 2013).

les changements neuroplastiques au niveau du systéme nerveux central sont
inhérents notamment a un maintien d’un processus nociceptif accru. C’est ce
phénomene de sensibilisation centrale qui contribue aux douleurs durables ou
persistantes. Cette sensibilisation centrale se caractérise par une augmentation de
I’excitabilité des neurones du SNC, du champ récepteur de la douleur, et, par des
réponses augmentées a 1’application de stimuli (Latremoliere and Woolf, 2009).
Cette hyperexcitabilité neuronale qui perdure dans le temps correspond a
I’empreinte mémoire des douleurs chroniques. Chez les patients atteints notamment
du syndrome de I’intestin irritable (IBS) qui souffrent de douleurs viscérales
abdominales chroniques, une activation anormale des neurones de la moelle

épiniére a d’ailleurs été identifiée (Coffin et al., 2004).

3.1.2.3 L’étiologie des douleurs chroniques

Lorsque la douleur viscérale chronique a pour étiologie une lésion pathologique détectable

elle est dite « organique ». En revanche lorsqu’il s’avere difficile de mettre en évidence son

origine, elle est dite « fonctionnelle ». La douleur pathologique des patients IBS par exemple

est dite « fonctionnelle » car aucune réelle étiologie n’a pu lui étre attribuée (Thompson et al.,

1999).

3.1.3 Les différents types de douleurs

Il existe trois grands types de douleurs: la douleur par exces de nociception (ou

nociceptive ou encore hyper-nociceptive), la douleur neuropathique (ou neurogene) et enfin la

douleur psychogéne. Cette derniere est essentiellement due a des facteurs psychologiques,

émotionnels et nous ne I’évoquerons pas dans le cadre de ce travail doctoral.
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3.1.3.1 La douleur par exces de nociception

La douleur par exces de nociception est définie comme une douleur dont l'origine est
inflammatoire. Précisons ici d'ailleurs que cette définition n'admet pas une douleur initiée par

un dommage neural (IASP).

Plus exactement, la libération de divers médiateurs sur un site de 1ésion et d’inflammation
favorise I’activation et la sensibilisation des nocicepteurs. Cette sensibilisation périphérique se
traduit par une diminution du seuil d’activation des nocicepteurs, une réponse accrue aux
stimuli appliqués et est qualifiée d’hyperalgésie primaire. Ces substances qui permettent
I’activation des nocicepteurs sont dites algogénes (bradykinines, histamine, ...) (Queneau et
al., 2003).

De plus, une modification chimique du milieu qui perdure au niveau du site lésionnel se
manifeste par une circulation antidromique de neuropeptides tels que la SP ou la CGRP le
long des fibres nociceptives activées. Ce «réflexe d’axone » crée une inflammation
neurogene au site de lésion mais aussi au niveau de tissus sains péri-lésionnels, amplifiant
ainsi la sensibilisation et le champ de sensibilisé. La sensibilisation au niveau des tissus sains

adjacents est nommée hyperalgésie secondaire (Queneau et al., 2003).

Enfin, les stratégies thérapeutiques mises en place pour ce type de douleur se concentrent
surtout sur [’utilisation d’antalgiques (anti-inflammatoires non stéroidiens et deérivés

opioidergiques) (cf. partie 4.3.1).

3.1.3.2 La douleur neuropathique

La douleur neuropathique est définie comme « une douleur qui est initiée par une Iésion
primaire ou un dysfonctionnement du systéme nerveux ». Chez les patients elle se manifeste
notamment par des picotements, des fourmillements, des épisodes de type « décharges
électriques » et par des sensations de brdlures ou a I’inverse des sensations de froid

douloureux.

Des modifications morphologiques, phénotypiques et biochimiques des afférences
sensorielles sont alors observées. Plus précisément, une augmentation du diametre des fibres,
de I’expression de canaux sodiques et d’adreno-récepteurs a est observée (Lai et al., 2003).
L’excitabilité fonctionnelle des fibres nerveuses est ainsi  modifiée, traduisant une

modification de I’excitabilité neuronale au niveau central.
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Les strategies les plus classiquement employées pour lutter contre ce type de douleurs sont

les antidépresseurs et les anticonvulsants (cf. partie 4.3.1).

3.1.4 L’évaluation de la sensibilité viscérale

L’évaluation de la sensation douloureuse viscérale est trés complexe. La réalisation de
travaux scientifiques sur I’étude de la douleur d’origine viscérale s’est avérée pendant
longtemps délicate. Ceci était notamment lié aux difficultés rencontrées pour accéder aux

organes viscéraux et pour provoquer des stimuli naturels appropriés a ce type d’organe.

Le développement du barostat, technique permettant de reproduire des stimuli adaptés aux
organes creux de maniére non invasive a ainsi constitué une révolution dans ce domaine
d’étude. Le barostat permet en effet I’application d’une pression constante dans un ballonnet
(auquel il est relié par un cathéter) lorsqu’il est positionné dans une cavité creuse comme
I’intestin ; et, ceci, grace a un systéme de pompe pneumatique. C’est ainsi que ce Systéeme
permet la reproduction, dans des organes creux, de stimuli naturels (distension, contraction ou

d’étirement) qui peuvent étre a I’origine de douleurs viscérales chez I’homme.

Le barostat a ainsi été utilisé chez des patients souffrant de pathologies intestinales pour
mesurer la tension du tube digestif ainsi que pour évaluer la sensation de douleur et 1’effet de
traitement a visée antalgique (Klooker et al., 2010; Kuiken et al., 2006; Marshall and Irvine,
1998; Reinders et al., 2005). Le parametre classiqguement utilisé dans ces études est la valeur

du seuil a partir duquel les patients disent ressentir une sensation désagréable.

Dans I’objectif de mener des études expérimentales permettant d’évaluer la douleur
ressentie chez I’animal in vivo, des protocoles de distensions colorectales chez le rat ont été
mis en place (Ness and Gebhart, 1988). De telles distensions provoquent une augmentation de
la pression sanguine, du rythme cardiaque et des contractions des muscles striés de ’abdomen
(Morteau et al., 1994). Cette contraction des muscles abdominaux, appelée réponse de
viscéro-motrice (RVM), sert de niveau d’évaluation de la douleur d’origine viscérale dans les
études experimentales. Ce parametre de réponse est en effet consideré comme étant le plus
fiable et est donc le plus classiquement utilisé. D un point de vue expérimental, ces RVM sont
évaluées grace a des enregistrements électromyographiques (EMG), et, nécessitent donc

I’implantation d’électrodes chirurgicales, préalablement a I’expérimentation au barostat.
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Des études utilisant les protocoles précédemment cités permettent d’obtenir des courbes de
sensations douloureuses viscérales en réponse a différents types de stimuli, chez 1’animal
(figure 10). De telles courbes représentées sur la figure 10 révelent I’état du systéme
nociceptif dans son état basal. Elles permettent tout d’abord d’identifier le seuil d’apparition
de la sensation douloureuse (i.e. la valeur du stimulus pour laquelle une sensation douloureuse
est percue). Puis, pour différentes intensités de stimuli appliqués, de quantifier la sensation

douloureuse.
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Figure 10 : Courbes évaluant la sensation douloureuse viscérale en réponse a différents types de stimuli
(Adapté de (Gebhart, 2000)). La courbe noire et les courbes bleues peuvent étre obtenues en évaluant la
sensation de douleur, succéssivement a I'application consécutive de stimuli non nociceptifs et nociceptifs
d’intensité croissante, respectivement pour des animaux témoins et pour des animaux dits « lésés » (i.e. en

conditions pathologiques).

En comparant I’allure des courbes obtenues pour des animaux dits « l1ésés » par rapport a
une courbe de douleur classique obtenue pour un animal témoin, il est possible d’identifier la

nature de la perception douloureuse chez ce premier. On distingue (IASP) :

e une allodynie qui correspond a une douleur provoquée en réponse a une stimulation

non nociceptive ;

e une hyperalgie qui est caractérisée par une exacerbation de la sensation

douloureuse provoquée par une stimulation nociceptive donnée ;
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e une hypoalgie qui est une réduction de la sensation douloureuse successivement a

I’application de stimuli normalement nociceptifs.

Deés lors qu’une perception accrue de la sensibilité pour une stimulation expérimentale

de I’intestin est observée, une hypersensibilité viscérale est définie.

3.2 La neurotransmission du message douloureux

Afin d’étudier les douleurs viscérales, il est nécessaire de considérer: (i) les différents
acteurs a l'ccuvre au niveau du site de genése du message douloureux, (ii) les voies de
transmission du message douloureux depuis la périphérie jusqu’a son intégration au niveau du

systeme nerveux central et (iii) les voies de modulation qui lui sont associées.

3.2.1 Les nocicepteurs

Les nocicepteurs correspondent aux terminaisons libres, a savoir les parties distales des
axones des fibres nerveuses. Ces derniers forment des arborisations plexiformes au niveau des
structures qu’ils innervent et contribuent initialement a la transmission du message

douloureux.

Les fibres sensorielles afférentes du colon sont décrites classiguement comme ayant leurs
corps cellulaires dans les GRD et projetant au niveau de la moelle épiniére. Leur description

et leur rdle sont 1’objet principal de cette sous-partie.

3.2.1.1 Les caractéristiques des afférences sensorielles viscérales et plus
spécifiqguement de celles chargées de transmettre la douleur
De maniére générale, il existe plusieurs types de fibres nerveuses sensorielles possédant
des propriétés morphologiques, électriques et biologiques différentes (tableau 3) :

e les fibres nerveuses AP, de diamétres importants sont spécialisées dans le transport

des informations tactiles et proprioceptives (i.e. de la sensation non douloureuse) ;

e les fibres C amyéliniques, qui représentent d’ailleurs 80% des fibres nerveuses
sensorielles viscérales et ;

e les fibres Ad qui elles sont faiblement myélinisées.

Les caractéristiques biologiques distinctes de ces fibres nerveuses sont responsables a la
fois de la rapidité avec laquelle un stimulus est percu et aussi du type de sensation ressenti.

Les fibres nerveuses C et Ad transmettent I’information sensorielle, & la fois avec des vitesses
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de conduction bien plus faibles que celles des afférences AP, et, aussi, suivant des modalités
tres différentes. Alors que les fibres AP transmettent les informations sensorielles liées a la
proprioception, les fibres C et Ad peuvent étre impliquées dans la transmission d’informations
sensorielles suscitant des sensations d’inconfort ou de douleur. Néanmoins, ces derniéres ne
sont pas equivalentes. En effet les fibres C transmettent des informations sensorielles plus

lentement et de maniére plus diffuse que les fibres nerveuses AGé.

Tableau 3: Différents types de fibres nerveuses sensorielles, leurs caractéristiques anatomiques,

morphologiques, électriques et fonctionnelles

Type de fibres AP Ad c
Diamétre 7-15 ym 1-5 pm 0,3-1,5 pm
Gaine de myéline tt + -
Vitesse de 40-100 m/s 5-40 m/s 1-2m/s
conduction
Caractéristiques | Tact, proprioception | Douleur rapide, vive, Douleur lente,
) de type piqure sourde, de type
de la sensation brilure

Les fibres nerveuses qui constituent majoritairement I’innervation sensorielle intestinale

sont les fibres Ad et C alors que les fibres Ap sont peu nombreuses.

De maniére plus spécifique, I’innervation extrinseque sensorielle viscérale joue un rdle
d’une part dans la régulation des fonctions autonomes intestinales (absorption, sécrétion et
propulsion), et d’autre part, dans I’évaluation des sensations conscientes. Le rble de
I’innervation sensorielle extrinseque du cdlon réside bien plus dans sa dualité fonctionnelle
que dans la simple description de ses caractéristiques anatomiques, morphologiques et
électriques. Cette dualite fonctionnelle dépend des seuils de réponse a la distension des
mécanorécepteurs sensoriels de l'innervation extrinséque sensorielle viscérale. Se distinguent
ainsi (i) les afférences a bas seuil, (ii) les afférences a haut seuil et (iii) les afférences
silencieuses. Certaines sont clairement des fibres nerveuses transmettant des informations

nociceptives et d’autres peuvent le devenir dans des conditions pathologiques.
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Plus exactement, il existe (Cervero and Laird, 2004; Wood, 2007) :

e (i) des afférences a bas seuil qui répondent et qui codent des variations minimes de
la tension du c6lon. La régulation permanente de la contractibilité colique est ainsi
autorisee. De plus ces mécanorécepteurs peuvent aussi répondre a des stimuli
d’intensité plus importante et/ou qui durent dans le temps (lorsque la motilité
intestinale est altérée par exemple) et donc étre responsables de la transduction de
message d’inconfort ou de douleur, dans ce cas ils jouent le réle de nocicepteurs.
Dans ce contexte les fibres nerveuses afférentes transmettent alors des informations

nociceptives.

e (i) des afférences a haut seuil qui, pour étre activées, necessitent des stimulations
importantes. Ces stimulations peuvent étre successives a des distensions luminales
excessives ou a des contractions importantes des muscules. De telles fibres
possedent des nocicepteurs qui sont responsables des sensations douloureuses de

modérées a intenses.

e (iii) des afférences silencieuses qui ne sont pas activées pour des contractions ou
des distensions importantes dans des conditions physiologiques. Ces fibres sont en
revanche activables et trés sensibles a des stimuli du milieu les environnant dans

des conditions inflammatoires (Xu et al., 2000).

Certains mécanorécepteurs, de ces afférnces sensorielles, ne répondent pas seulement a des
stimuli mécaniques, ils peuvent aussi posseder des récepteurs spécifiques qui les rendent
sensibles a des stimuli chimiques et thermiques. Ce sont alors des nocicepteurs dits
"polymodaux" (Su and Gebhart, 1998).

3.2.1.2 La neurochimie des nocicepteurs

Les nocicepteurs possedent des caractéristiques moléculaires nécessaires a la transduction

fonctionnelle des messages douloureux.

Il sont ainsi capables de synthétiser des neuropeptides, au niveau de leurs corps cellulaires
et de les transporter pour qu’ils soient sécrétés au niveau de leurs extrémités en périphérie et
au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere pour assurer le transmission du message

douloureux (Levine et al., 1993).
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Plus spécifiquement, une distinction a eté réalisée entre les fibres C qui synthétisent des
peptides et qui sont dites «peptidergiques» et celles qui n’en synthétisent pas, les fibres
nerveuses «non-peptidergiques», qui expriment notamment la protéine isolectine B4 (1B4).
Les principaux neuropeptides concernés sont la SP et le CGRP, substances qui peuvent

¢galement étre synthétisées par les fibres AJ.

De maniére non exhaustive, d’autres molécules sont aussi exprimées par les fibres
afférentes viscerales et participent ainsi aux processus de nociception (figure 11). Citons a ce
titre: le glutamate, la bradykinine, les prostaglandines (PGE2), les neurotrophines, le NPY, la
cholécystokinine (CCK), les enkephalines (ENK), la somatostatine, le VVIP, la neurotensine ou
encore les pro-dynorphines (Chayvialle et al., 1980; Chery-Croze et al., 1988; Schultzberg et
al., 1980).

B Récepteurs présynaptique
de la corne dorsale :

Récepteurs postsynaptique
de la corne dorsale :

-.

- NMDA, AMPA -CCK
-NK,, NK,, NK, -GABA,
-CGRP, SST, - 5-HT,
- 5-HTy, 5-HT, R

opioide (j,8,K) - O adrénergique

- Oz adéenergique
- GABA,

W Médiateurs présents dans
les afférences primaires viscérales :
- glutamate, aspartate
- SP, NK4, NK,
- CGRP
- somatostatine
- VIP, galanine

Figure 11 : Liste des médiateurs et récepteurs impliqués dans la transmission des messages nociceptifs
viscéraux depuis la périphérie jusqu’a la corne dorsale de la moelle épiniere. AMPA : acide-y-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole; CGRP : calcitonin gene-related peptide; CGRP1 : récepteur au CGRP de type 1;
GABAA : récepteur a I'acide y-aminobutyrique de type A; NKA : neurokinine A ; NKB : neurokinine B; NMDA :
N-méthyl D-aspartate; NK1, NK2, NK3 : récepteurs aux tachykinines de type 1, 2 et 3; 5-HT1 et 5-HT3 :
récepteurs a la sérotonine de type 1 et 3; SST3 : récepteur a la somatostatine de type 3; SP : substance P; VIP

: Vasoactive intestinal polypeptide (Bueno et al., 2000).
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De plus, I’expression par les nocicepteurs de canaux ioniques (Raybould et al., 1999; Su
and Gebhart, 1998) possédant un seuil élevé d’activation aux stimuli mécaniques, chimiques
et thermiques de I’environnement permet la transmission et la transduction membranaire de

stimuli nociceptifs viscéraux vers le SNC.
Trois familles de récepteurs a canaux ioniques jouent ainsi ce role:

e Les canaux Transient Receptor Potential (TRP) qui sont activables par des
stimulations mécaniques chimiques et thermiques. Des études expérimentales
soulignent ainsi I’action du Transient Receptor Potential Valinoid 1 (TRPV1),
premier TRP a avoir été découvert mais aussi du TRPVAL et TRPV4. Le r6le du
TRPV1 et du TRPV4 a notamment été démontré dans des mécanismes de mécano
nociception du célon (Brierley et al., 2008; Holzer, 2004; Winston et al., 2007);

e Les canaux Acid Sensing lon Channels (ASIC), sensibles aux diminutions de PH et

qui sont impliqués dans la mécanosensation et la chimionociception ;

e Les canaux purinergiques dits P2X qui sont principalement activables par ’ATP.

3.2.1.3 La sensibilisation périphérique des nocicepteurs

Les mécanismes de cette sensibilisation ont déja été décrits pour introduire les notions
d’hyperalgie primaire et secondaire au paragraphe 3.1.3. L’objectif de cette sous-partie est de

préciser certains des mécanismes moléculaires relatifs a ces processus.

Lors d’une Iésion et/ou d’une inflammation, les fibres nerveuses du colon se retrouvent en
contact avec des médiateurs susceptibles d’augmenter leur excitabilité, en les activant
directement et/ou en les sensibilisant i.e. en diminuant le seuil d’activation. Ceci Se caractérise
par une diminution du seuil d’activation du nocicepteur et par une augmentation de la réponse
pour un stimulus appliqué. Parmi ces substances, on retrouve plusieurs types de molécules: les
kinines telle que la bradykinine, les amines biogéniques comme [’histamine, les
prostaglandines (PGEZ2), les facteurs de croissances tels que le Nerve Growth Factor (NGF) et
le Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) mais aussi des cytokines, des ions H" et I’ATP
(Bueno et al., 1997).
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D’un point de vue moléculaire deux phases se distinguent au cours de la sensibilisation

périphérique (Cervero, 1995; Knowles and Aziz, 2009) :

Tout d’abord, ’activation des récepteurs membranaires des nocicepteurs se traduit par
des modifications post-traductionnelles des protéines des nocicepteurs. Ces
changements neuroplastiques participent ainsi a ’augmentation de [’excitabilité
neuronale périphérique. En effet, I’activation des canaux ioniques favorise 1’activation
de la voie de signalisation des MAPKinases, ce qui se traduit par la phosphorylation

de ces récepteurs et donc par la diminution de leur seuil d’activation.

A cela s’ajoutent subséquemment des modifications pré-transcriptionnelles qui se
manifestent par une variation a la fois de la quantité mais aussi du type de molécules
synthétisées par les afférences sensorielles. Ces molécules sont au centre des

phénomenes de neuroplasticité périphérique favorisant cette sensibilisation.

L’apparition de tels phénoménes réside dans la mise en place d’une neuro-
inflammation qui met en relation directe les cellules immunitaires, et notamment les
mastocytes (MC) et les fibres nerveuses. En effet, une communication réciproque
s’établit via les divers médiateurs cités précédemment, entrainant in fine des
modifications phénotypiques des fibres nerveuses. Plus précisément, les médiateurs
mastocytaires potentialisent la libération de molécules (SP, CGRP...) par les fibres, et,
ces substances activent, en retour, différents types de cellules (cellules épithéliales,
cellules immunitaires) (Purcell and Atterwill, 1995). Les MC, notamment, libérent en
suivant des molécules comme le NGF. Les fibres peptidergiques exprimant le
récepteur au NGF, le Tropomyosin receptor kinase A (TrkA), elles sont donc sensibles
a son action (Bueno et al., 1997). La libération de NGF a proximité des fibres entraine
alors une hyperplasie nerveuse et induit une synthese augmentée de substances et de
récepteurs membranaires en périphérie. Ce switch phénotypique des fibres nerveuses
participe donc aux mécanismes de la sensibilisation périphérique, et, c’est ainsi que les
nocicepteurs coliques silencieux peuvent jouer un rdle dans la transmission des

messages douloureux.
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3.2.2 Le relais, I’intégration et la modulation du message nociceptif au

niveau spinal

La transmission de I’information sensorielle véhiculée par les fibres nerveuses afférentes
se fait au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere sur les deutoneurones. Ces
deutoneurones représentent le premier relais de la transmission du message nociceptif qui est
relayé ensuite vers les centres supérieurs ou il est transformé en message douloureux

conscient.

3.2.2.1 La projection des fibres nerveuses afférentes au niveau de la

moelle épiniére

Une organisation cytoarchitectonique, fondée sur la répartition fonctionnelle des fibres
nerveuses de la substance grise de la moelle épiniére a été proposée par Rexed en 1954. La
substance grise est ainsi subdivisée en dix couches appelées laminae. Plus particulierement,
les laminae 1 a V et les laminae VII & IX correspondent respectivement a la corne dorsale (ou
postérieure) et ventrale (ou antérieure) de la moelle épiniere. Une zone intermédiaire est
déterminée par les laminae VI et VII. Enfin, la lamina X est la zone qui entoure le canal

épendymaire central (figure 12).

A-delta

A-alpha

A-bem\

Figure 12 : Organisation cytoarchitectonique de la substance grise de la moelle épiniere.

De plus, les fibres afférentes se séparent suivant leurs caractéristiques biologiques pour
projeter au sein des diverses laminae. Parmi elles, se distinguent tout d'abord les fibres
sensorielles AP. Ces fibres occupent une position dorso-médiane au niveau de la racine et
projettent majoritairement dans les laminae Il et IV. Ensuite, la transmission des

informations nociceptives est assurée par des faisceaux de fibres Ad et C. Ces faisceaux
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occupent une position ventro-latérale dans la racine et développent des projections
principalement vers les couches superficielles (laminae | et I1) et profondes (lamina V) de la
corne dorsale de la moelle épiniere. Plus précisément 1’influx nociceptif est exclusivement

véhiculé jusqu’aux laminae | et 1o (qui correspond a la partie la plus externe de la lamina I1).

Bien plus, concernant les afférences viscérales, les fibres Ad projettent dans les laminae 1
et V et, dans une moindre mesure, dans les laminae Ilo et X. Les fibres C projettent
majoritairement au niveau des laminae I, V et VI. Chez le rat il semble que des afférences C
puissent rejoindre la partie superficielle de la lamina Il (Grant and Koerber, 2004).
Finalement, les fibres cutanées projettent majoritairement dans les laminae I et llo, et dans le
cas des fibres Ad, elles peuvent aussi projeter vers la lamina V. En ce qui concerne les

afférences sensorielles musculaires, elles projettent dans les laminae I, V et VI.

En résumé, la lamina V percoit donc des informations nociceptives ou non nociceptives
tandis que les informations venant de territoires somatiques et viscéraux sont transmises aux

laminae | et V, traduisant ainsi une convergence de I’information sensorielle.

3.2.2.2 Les deutoneurones de la moelle épiniére

La projection des afférences sensorielles sur les deutoneurones permet de les caractériser

sur la base de deux critéres :

e leur caractere nociceptif exclusif. En effet certains deutoneurones sont des neurones
nociceptifs spécifiques, qui ne transmettent que des messages douloureux, leurs
corps cellulaires étant situés préférentiellement dans les couches superficielles de la
moelle épiniére. D’autres deutoneurones sont des neurones nociceptifs non
spécifiques qui sont aussi nommés neurones convergents, neurones polymodaux
ou neurones a large gamme réceptive (« wide dynamic range neurones » - WDR),
et, qui propagent des influx nociceptifs ainsi que non nociceptifs ;

e la multiplicité des territoires d’ou leur viennent les informations sensorielles. Parmi
ces deutoneurones, on trouve des neurones secondaires somatiques. Cependant, il
n’existe pas de neurone secondaire dédié¢ exclusivement a la transmission de
I’information viscérale. Les neurones qui peuvent transmettre ce type
d’informations sont des neurones viscéro-somatiques. Dans ce cadre, les

deutoneurones des laminae | et V sont alors majoritairement concernés.
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Au niveau spinal cette organisation anatomique des réseaux nerveux permet d’expliquer

les caractéristiques spécifiques des douleurs viscérales (cf. partie 3.3).

3.2.2.3 Les acteurs impliqués dans la neurotransmission spinale

La transduction du message au niveau de la moelle épiniére est initiée depuis les fibres C et
Ad excitées par des neuromédiateurs tels que la SP, la CGRP, les neurokinines A et B, la
somatostatine, le VIP, la CCK ou des acides aminés excitateurs comme le glutamate ou
I'aspartate. Elle est d’ailleurs majoritairement glutamatergique (Cervero, 2000). La libération
de ces molécules provoque I’activation des récepteurs post-synaptiques des deutoneurones
(exemple : N-methyl D-aspartate (NMDA), acide-y-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
(AMPA) neurokinine (NK)) et se traduit par une dépolarisation post-synaptique lente qui
favorise la sommation temporelle des influx nociceptifs. Parallelement, des neurones spinaux
intrinseques et des fibres nerveuses descendantes peuvent moduler le message en agissant

depuis des récepteurs pré- ou post-synaptiques (figure 11).

3.2.2.4 lLa sensibilisation centrale

L’afflux continu de message nerveux de la périphérie vers les neurones de la corne dorsale
de la moelle épiniére se traduit par une transmission synaptique élevée, avec comme

conséquence une augmentation de I’excitabilité neuronale au niveau central.

La facilitation de la transmission nerveuse est bien sdr liée a une libération de médiateurs
biologiques (glutamate, neuropeptides (SP, CGRP), modulateurs synaptiques (BDNF, NGF)
plus importante au niveau pré-synaptique (Urban and Gebhart, 1998). L’implication de ces
acteurs et de leurs récepteurs dans les phénomeénes de sensibilisation centrale a d’abord été
démontrée dans le cas de douleurs somatiques puis, plus récemment, viscérales. Bradesi et al.,
ont, notamment, démontré dans un modele de rat stressé une augmentation du nombre de
récepteurs NK1 a la SP au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere ainsi que leur

implication fonctionnelle dans le maintien de I’hyperalgie viscérale (Bradesi et al., 2006).

Parallélement a ce qui a éte décrit pour les étapes de la sensibilisation périphérique, deux
phases moléculaires sont a distinguer au cours de la sensibilisation centrale (Cervero, 1995;
Knowles and Aziz, 2009) :

o dans un premier temps, les protéines neuronales sont sujettes a des modifications post

traductionnelles. Notamment, 1’activation par le glutamate des récepteurs NMDA
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post-synaptiques favorise 1’augmentation de la concentration en calcium
intracellulaire, et, finalement, par ce biais, 1’activation des protéines Kinases A et C.
L’activation de ces protéines se traduit par la phosphorylation des récepteurs NMDA
qui ont alors un seuil d’activation plus faible, augmentant ainsi leur réponse au
glutamate.

o dans un deuxiéme temps, des modifications dans 1’expression génique sont observées
au niveau des fibres nerveuses, présentes au niveau du relais de la corne dorsale. Cette
phase, plus tardive dans la sensibilisation centrale, se caractérise par une modification
de la quantité de protéines produite (Exemple : la dynorphine, opioide endogene qui
augmente le niveau d’excitabilité neuronale). Par exemple, la libération par les fibres
nerveuses de neurotrophines comme le NGF favorise les «sprounting » des fibres
nerveuses ne transmettant habituellement pas la douleur vers les zones de la moelle

épiniére directement impliquées dans la transmission de I’information nociceptive.

La mise en place d’une sensibilisation centrale engendre alors des réponses amplifiées aux
stimuli non nociceptifs (allodynie) et nociceptifs (hyperalgie). De plus, cette sensibilisation
centrale génére également 1’apparition d’une hyperalgie secondaire. Enfin, cette
hyperexcitabilité¢ neuronale qui dure dans le temps correspond a I’empreinte de cette

transmission nociceptive accrue, et est impliquée dans la mémorisation de la douleur.

3.2.3 La transmission de l’information nociceptive au niveau supra-

spinal

A partir des deutoneurones spinaux, la neurotransmission des messages nerveux Vviscéraux
mais aussi somatiques est réalisée selon diverses voies ou divers faisceaux jusqu’aux centres
supérieurs (Sikandar and Dickenson, 2012). Les messages nerveux sont alors intégrés au

niveau de différentes aires corticales pour étre transformés en message conscient.

De maniére générale, on distingue les voies spinothalamiques et la voie des colonnes
dorsales (ou lemniscale). Les voies spinothalamiques sont caractérisées par des fibres qui
décussent au niveau de la commissure grise antérieure et qui cheminent dans le quadrant
antéro-latéral de la moelle. La voie lemniscale envoie des projections directement via la

colonne dorsale (figure 13).
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Figure 13 : Trajet des faisceaux ascendants spinothalamiques et des colonnes dorsales.

Plus exactement, quatre voies principales assurent la transmission des messages nerveux
viscéraux au niveau supra-spinal. Les trois premiéres citées ci-aprés sont des voies
spinothalamiques qui se distinguent en fonction des structures sur lesquelles se font le relais et

la projection finale des faisceaux nerveux.

3.2.3.1 La voie spinothalamique (latérale)(figure 14)

Ce faisceau de transmission de 1’information sensorielle implique des neurones secondaires
des laminae I, IV et V. L’information sensorielle est relayée au niveau des noyaux ventro-
postéro-latéraux et ventro-postéro-médians du thalamus avant d’étre transmise vers les cortex.
Les fibres sensorielles impliquées dans cette voie sont majoritairement de type Ao ou C, et
favorisent I’évaluation de I’intensité de la douleur ainsi que de sa la localisation (Giesler et al.,
1979).

3.2.3.2 Lavoie spinoréticulaire (médiane) (figure 14)

Les fibres nerveuses spinales en provenance des laminae V-X de la moelle épiniere
projettent sur les noyaux de la formation réticulée du tronc cérébral qui integrent cette
information et la relaient au thalamus meédian (Menétrey et al., 1984; Pezet et al., 1999). Ces
faisceaux projettent au niveau du cerveau vers des structures impliquées dans les émotions et
la mémoire, a savoir le cortex préfrontal et le systéeme limbique. Cette voie serait donc
responsable de la sensation désagréable de la douleur mais n’aurait pas de caractére sensori-

discriminatif (Giesler et al., 1979; Peschanski and Besson, 1984).
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Figure 14 : Trajet des faisceaux spinothalamiques latéral et médian.

3.2.3.3 La voie spino-parabrachiale (figure 15)

La voie spinoparabrachiale fait intervenir des deutoneurones des couches | et llo de la
corne dorsale. Leurs projections s'établissent au niveau de ’aire parabrachiale, soit au niveau

dorso-latéral du pont, soit au niveau du noyau parabrachial mésencéphalique.

Deux types de faisceaux ont ainsi été identifiés, le faisceau spino-parabrachio-amygdalien
et le faisceau spino-parabrachio-hypothalamique qui projettent, respectivement, au niveau du
noyau central de I'amygdale et au niveau du noyau ventromédian de 1’hypothalamus. Les
informations transmises sont d’origine viscérale et somatique. Cette voie de transmission est
impliquée dans les composantes végétatives, endocriniennes et émotionnelles de la douleur
(Bernard, 1999).
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Figure 15 : Trajet des faisceaux spino-parabrachiaux.

3.2.3.4 La voie des colonnes dorsales

Ce faisceau permet la transmission de l’information sensorielle depuis les neurones
secondaires spinaux des couches III, IV et X jusqu’au cortex par la voie des colonnes
dorsales. Le relais de I’information sensorielle, aprés la moelle épiniére, est réalisé au niveau

du noyau gracile du bulbe ou des noyaux thalamiques.

L’importance de I’implication de cette voie dans les processus de douleurs viscérales a été
mise en évidence tant d’un point de vue clinique qu’expérimental. Plusieurs ¢tudes cliniques
ont en effet démontré qu’une myélotomie limitée au niveau de la zone de la colonne dorsale
permettait de réduire de maniére importante la douleur de patients atteints de cancers
abdomino-pelviens (Becker et al., 1999; Gildenberg and Hirshberg, 1984; Kim and Kwon,
2000; Nauta et al., 1997, 2000). De plus, une étude expérimentale, chez le singe, démontre
que les neurones des noyaux ventraux posterolatéraux (VPL) du thalamus, qui sont activés
suite a des stimulations nociceptives viscérales, sont majoritairement issus de la colonne
dorsale (Al-Chaer et al., 1998). Chez le rat, I’activation des neurones des noyaux VPL suite a
des stimulations nociceptives viscérales semble dépendante des voies spinothalamiques et des
colonnes dorsales (Hirshberg et al., 1996). Enfin, une derniére étude menée chez le rat
suggére I’implication du faisceau de la colonne dorsale comme potentialisateur des processus
d’hypersensibilité viscérale dans des conditions pathologiques d’inflammation (Palecek and

Willis, 2003).
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3.2.4 Les contrdles inhibiteurs régulateurs de la nociception

Tout le long de son trajet, le message douloureux est soumis a des modulations
facilitatrices (que nous n’évoquons pas ici) et inhibitrices. Bien plus que pour son réle dans la
transmission de I’influx nociceptif vers les centres supérieurs, la corne dorsale de la moelle
épiniére est déterminante pour son role dans les processus de modulation de I’intensité
douloureuse. Plus précisément, cette modulation se fait notamment via (i) des contréles
inhibiteurs médullaires (ou contrble segmentaires), (ii) des contréles inhibiteurs descendants

d’origine supra-spinale.

3.2.4.1 Le contréle inhibiteur segmentaire

Les fibres Ad, C et AB envoient des projections sur des neurones a convergence mais aussi
des collatérales vers les interneurones de la lamina Il. Elles participent ainsi au contrdle de la
balance activatrice / inhibitrice de la transmission nerveuse de I’influx douloureux au niveau
spinal. Pour rendre compte de ce phénoméne de contrble, P. Wall et R. Melzack I’ont
modélisé en 1965, c’est la théorie du portillon ou le «gate control » (Melzack and Wall,
1965) (figure 16).

Le rble des interneurones inhibiteurs de la lamina Il est fondamental dans ce schéma de
modulation de la douleur. Lorsque les interneurones sont activés, ils libérent de 1’acide
gamma-aminobutyrique (GABA) et de la glycine au niveau pré-synaptique des fibres
nerveuses afférentes nociceptives et non nociceptives, en amont de la jonction qu’elles
forment avec les neurones a convergence. C’est par ce biais que la modulation segmentaire

s’exerce.

L’¢état d’activation des interneurones inhibiteurs dépend de 1’activité des fibres nerveuses
sensorielles. Lorsque les fibres A ou C sont stimulées, elles inhibent 1’activité des
interneurones inhibiteurs rendant possible 1’ouverture de la porte du portillon et donc la
transmission de I’information douloureuse. En revanche, les fibres AP activées stimulent
I’activation des interneurones inhibiteurs, et, favorisent ainsi la fermeture de la porte du

portillon.

Ainsi, au final, I’état d’activation du neurone a convergence dépend d’une balance entre
I’état d’activation des fibres nociceptives et non nociceptives. Cette modulation segmentaire

est aussi sous le contréle de mécanismes inhibiteurs d’origine supra-medullaire.
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Figure 16 : Contrdle segmentaire spinal ou théorie du « gate control » (d’aprés (P. Wall et R.Melzack,

1965)).

3.2.4.2 Les voies inhibitrices descendantes

Les voies inhibitrices descendantes qui agissent au niveau de la corne dorsale de la moelle
épiniére sont issues du tronc cérébral. Ces voies de contrdles descendantes sont

serotoninergiques, noradrénergiques et opioidergiques.

Bien que surtout décrites dans le cas des douleurs somatiques, des études expérimentales
ont démontré I’implication de ces voies dans les processus de modulation des douleurs
viscérales.

Plus précisément et schématiquement se distinguent:

e Les contrbles sérotoninergiques descendants sont médiés via une voie bulbo-
spinale issue du noyau du raphé magnus (NRM) et certainement via une voie
mésencéphalo-spinale a partir de la substance grise périaqueducale (SPGA). Ces
contr6les inhibiteurs descendants agissent au niveau spinal en inhibant les neurones
a convergence.

e Les voies noradrénergiques sont issues du locus subcoeruleus et du locus coeruleus.
Une inhibition de la réponse viscéromotrice suite a des distensions colorectales est
démontrée quand des stimulations électriques sont appliquées au niveau du locus
coeruleus (Tsuruoka et al., 2005). Ces voies de controle agissent au niveau spinal
via les neurones des laminae Il et IV qui expriment les récepteurs o2-

noradrénergiques (Bonnet and Vézinet, 1997).
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3.3 Les caractéristiques cliniques et spécificités de la douleur viscérale

En dépit de caractéristiques communes, les douleurs viscérales et somatiques, en raison de
leur neuro-anatomie distincte, ne sont pas équivalentes.

Les caractéristiques propres des douleurs viscérales sont (Cervero, 1988; Sikandar and
Dickenson, 2012):

o d’étre difficiles a localiser

e d’étre référées a des structures somatiques,

e d’induire la sensibilisation de tissus somatiques et viscéraux,

e de produire des réponses motrices non spécifiques ou autonomes importantes, et
e d’étre a I’origine de réponses affectives.

L’attribution de telles spécificités s’explique notamment par 1’organisation structurelle de
la transmission du message nociceptif viscéral vers la moelle épiniere et par la quasi-absence

de représentation somatotopique cérébrale des viscéres au niveau des centres supérieurs.

De maniere plus précise :

Tout d’abord, a I’inverse des douleurs somatiques qui sont bien localisées et ressenties
rapidement apres la stimulation, les douleurs viscérales sont diffuses et mal localisées. La
perception de la douleur viscérale ou abdominale est en effet difficilement attribuable a un
organe précis. Trois raisons majeures expliquent de telles différences :

e [Dinnervation sensitive somatique est beaucoup plus dense que I’innervation
sensorielle viscérale,

e [’innervation sensorielle afférente viscérale est constituée en grande majorité (80
%) de fibres C amyeéliniques, et

e I’existence du phénoméne de convergence viscéro-viscérale, i.e. le fait que des
neurones sensoriels spinaux recoivent a la fois des informations sensorielles
nociceptives d’un viscére mais aussi des influx nerveux sensoriels en provenance
d’autres organes viscéraux, complique la localisation de la douleur. Les neurones
lombo-sacrés notamment intégrent des stimuli en provenance du c6lon, de la vessie

et des organes genitaux.
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Quant aux douleurs référées, douleurs d’origine viscérale projetées a d’autres zones du
corps, elles sont la conséquence de phénomeénes de convergence viscéro-somatique au niveau
de la moelle épiniere sur des neurones non spécifiques identiques. Ces phénomeénes rendent

ainsi encore plus complexe la discrimination spatiale de la douleur viscérale, méme aigue.

De plus, dés lors que la douleur viscerale perdure, la sensibilisation du systeme nociceptif
au niveau central favorise 1’irradiation somatique provoquée par la douleur viscérale ainsi que
la sensibilisation des tissus somatiques (mais aussi viscéraux).

Deux mécanismes neurologiques majeurs seraient a 1’origine de la projection de la douleur
viscérale a des zones somatiques (peau et muscle) :

e des changements neuroplastiques, comme, notamment, [’augmentation de
I’hyperexcitabilit¢ neuronale apparaissent suite a la transmission soutenue de
messages nociceptifs viscéraux vers la moelle épiniere. Des lors, I’effet d’une
stimulation classique des afférences somatiques transmise, par exemple, sur un
neurone a convergence viscéro-somatique déja hyper-excité est augmenté, créant ainsi
la douleur projetée a la zone somatique innerveée.

e [’activation par les afférences viscérales des neurones spinaux de la moelle €piniére
favorise la mise en place d’arcs reflexes. La transmission d’un message nerveux vers
les muscles favorise leur contraction, et crée ainsi aussi une sensibilisation des fibres

sensorielles les innervant, favorisant donc le processus de douleur référée.

Enfin, ces phénomenes de convergence viscéro-viscérale mais aussi viscéro-somatigque au
niveau de la moelle épiniere sont donc responsables de I’ensemble des réactions propres de la
nociception viscérale. En effet, bien plus que I’activation du systéme nerveux sensoriel, les
influx nerveux viscéraux nociceptifs entrainent aussi 1’activation des systémes moteur et

autonome.

La description de cette partie dresse un inventaire des connaissances pertinentes et

indispensables pour la compréhension de la neurophysiologie des douleurs viscérales.

La problematique des douleurs viscérales chroniques radio-induites ainsi que la complexité
a définir des stratégies adaptées pour lutter contres les douleurs d’origine viscérale peuvent

donc, désormais, étre abordées.
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4 LA DOULEUR VISCERALE RADIO-INDUITE CHRONIQUE ET LE MANQUE

DE STRATEGIES THERAPEUTIQUES ET EXPERIMENTALES ASSOCIEES

La douleur viscérale chronique dont peuvent souffrir les patients traités pour un cancer, est
un facteur prédominant dans la dégradation de leur qualité de vie. Elle s’accompagne de co-
morbidités psychiatriques comme I’anxiété, la dépression, et, dans les cas les plus graves elle
peut entrainer le suicide de ces patients (Llorente et al., 2005). Dans ce contexte, la mise en
place de stratégies thérapeutiques adaptées représente un enjeu important pour 1’amélioration

de la qualité de vie des « survivants au cancer ».

L’étiologie de ces douleurs est généralement multiple, elles peuvent résulter de douleurs :
(i) existantes avant le cancer, liées par exemple a d’autres pathologies, (ii) provoquées par la
présence de la tumeur, et enfin (iii) provoquées par les stratégies thérapeutiques mises en
place pour lutter contre le cancer. Sur ce dernier point, les toxicités liées a chacune des
stratégies thérapeutiques mises en place pour lutter contre la tumeur (chirurgie et/ou
chimiothérapie et/ou la radiothérapie) sont a prendre en compte de maniére additive ou méme
synergique dans la compréhension et la meilleure prise en charge de ce type de douleur
(Burton and Hamid, 2007).

Dans ce cadre, un des objectifs de ce travail doctoral est d’étudier les douleurs
viscérales chroniques liées aux effets des rayonnements ionisants sur les tissus sains de la

zone abdomino-pelvienne, et, plus particulierement du c6lon.

Dans cette partie, un bilan des connaissances apportées par les études cliniques traitant des
douleurs chroniques viscérales chez les « survivants au cancer » de la zone pelvienne est dans
un premier temps proposé. Leurs étiologies radio-induites probables, la fréquence des patients
affectés, I’intensité des douleurs et leurs caractéristiques sont entre autres détaillées.
L’éventail des stratégies thérapeutiques a disposition des médecins pour lutter contre les
douleurs est ensuite explicité. Des données concernant le traitement des douleurs viscérales
sont présentées et discutées pour mettre notamment en avant leurs insuffisances et/ou leurs
risques. Enfin, une bréve description des modéles d’études développés pour 1’étude des

pathologies coliques douloureuses est proposeée.
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4.1 Les origines mécanistiques probables de la douleur chronique

induite par les rayonnements ionisants

Dans la littérature, la physiopathologie des douleurs chroniques radio-induites est tres peu

décrite.

L’¢étiologie, classiquement attribuée aux douleurs chroniques est inflammatoire et/ou
neuropathique. Ainsi, dans le contexte radio-induit, les connaissances actuelles concernant les
origines inflammatoires et neuropathiques probables dans la mise en place et le maintien de

tel processus douloureux sont ici présentées.

4.1.1 L’hypothése d’une origine inflammatoire

Le maintien d’une inflammation radio-induite intestinale ou rectale a long terme chez les
patients soumis a une radiothérapie est, a ma connaissance, peu évoqué dans les publications

scientifiques.

En revanche, chez des patients traités pour différents types de cancers, 1’apparition lors de
la phase précoce de mucosites est souvent décrite (Avritscher et al., 2004; Keefe et al., 2007).
Ces mucosites correspondent a « des inflammations douloureuses et a des ulcérations des
membranes muqueuses » qui bordent le tractus gastro-intestinal. Ces douleurs et/ou processus
inflammatoires (Harb et al., 2014; Theis et al., 2010) dans la phase aiguie pourraient favoriser
I’apparition de douleur en chronique. En effet, il est admis qu’une douleur aiglie importante
favorise I’apparition d’une douleur chronique chez les « survivants au cancer » (Burton and
Hamid, 2007). De plus, I’inflammation pendant la phase aigie, peut provoquer la mise en
place d’une sensibilisation périphérique, entrainant a plus long terme une hypersensibilité
douloureuse. Un tel phénoméne peut notamment étre observé chez des patients développant
une pathologie IBS avec une hypersensibilité successivement a une infection bactérienne.

4.1.2 L’hypothése d’une origine neuronale

Les dommages neuronaux au niveau du tractus gastro-intestinal, comme conséquence
tardive des traitements par radiothérapie ont été décrits (Hirschowitz and Rode, 1991).
Cependant, a ma connaissance, de telles altérations n’ont jamais été corrélées aux douleurs

viscérales radio-induites.
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En revanche, dans le cadre du traitement du cancer du sein par radiothérapie, une telle
relation a déja été mise en évidence dans différentes études (Fathers et al., 2002; Olsen et al.,
1993). Les symptomes sensoriels décrits par ces « survivantes au cancer », & savoir, des
sensations de bralures mais aussi des troubles de la sensibilité tactile, ont en effet éte corrélés
a des modifications neuroplastiques (Stoll and Andrews, 1966; Westling et al., 1972). Dans
ces études, les symptbmes ont été observés dans I’année suivant le traitement (Stoll and
Andrews, 1966; Westling et al., 1972). De plus, dans une autre étude, Father et al.,
démontrent que 1’apparition de douleurs, la diminution du contréle moteur et le déficit
sensoriel peuvent se manifester jusqu’a 20 ans apres la fin du traitement par radiothérapie
(Fathers et al., 2002). Dans un tel contexte, la relation étiologique est alors difficile a mettre

en lien avec le traitement anti-tumoral (Burton and Hamid, 2007).

D’un point de vue mécanistique, la neuropathie observée chez ces patientes au niveau des
plexus cervicaux et brachiaux pourrait s’expliquer au moins de deux fagons. L’irradiation
aurait tout d’abord un effet direct sur les fibres nerveuses en créant des dommages axonaux et
une démyélinisation des fibres nerveuses. Mais, les rayonnements ionisants agiraient
également de maniere indirecte sur les fibres nerveuses. En effet, plusieurs années aprés la fin
du traitement, des changements neuroplastiques irréversibles apparaissent progressivement.
Une telle plasticité serait liée a 1’écrasement des structures neuronales successif a la mise en
place de la fibrose et aux dommages neuronaux occasionnés par 1’ischémie tissulaire
(Delanian et al., 2012; Fathers et al., 2002; Olsen et al., 1993; Stoll and Andrews, 1966;
Westling et al., 1972).

Ces résultats obtenus dans le contexte du traitement du cancer du sein suggeérent que
I’origine des douleurs viscérales radio-induites chroniques pourraient notamment étre liée
notamment aux processus inflammatoires et aux dommages neuronaux radio-induits au sein
des tissus sains. Cependant, il semblerait aussi que 1’apparition de ces douleurs viscérales soit
corrélée a d’autres phénoménes biologiques. En effet, des fractures osseuses et un
dysfonctionnement des organes viscéraux, observés aprés une radiothérapie, de maniére
tardive, sont susceptibles de jouer un role dans I’apparition de telles douleurs (Ogino et al.,
2003; Small and Kachnic, 2005).
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4.2 Les données épidémiologies

Dans cette sous-partie les données épidémiologiques concernant les patients qui ont
survécu a un cancer de la zone pelvienne et qui sont en rémission sont précisées. L’objectif
principal, malgré le peu de données a notre disposition est 1’évaluation de la prévalence, de la
sévérité et de I’impact de ces syndromes douloureux successifs aux traitements anticancéreux

sur la qualité de vie des patients.

4.2.1 La Prévalence et la sévérité

4.2.1.1 Etudes cliniques concernant les patients ayant survécu a un cancer

de la prostate

Les stratégies thérapeutiques, utilisant les rayonnements ionisants afin de traiter le cancer

de la prostate, sont la curiethérapie et/ou la radiothérapie externe (cf. annexe 1).

D’une part, 1’utilisation de la curiethérapie seule provoque I’apparition de dysuria, définie
dans les études cliniqgues comme une sensation de brdlure a la mixtion, et ceci dans les
semaines suivant I’implantation de la sonde radioactive chez ces patients (Arterbery et al.,
1993; Kleinberg et al., 1994; Merrick et al., 2003). La moitié des patients de 1’étude de
Merrick et al., était atteint de dysuria un mois aprés I’implant radioactif (Merrick et al., 2003).
Chez ces patients, la fréquence de ce symptdme est relativement faible et sa séveérité décrite
comme légére a sévere (Arterbery et al., 1993; Kleinberg et al., 1994; Merrick et al., 2003).
Cependant, le nombre de patients atteint de dysuria diminue dans le temps. De tels
symptodmes disparaissent en effet au bout de quatre a six mois (Kleinberg et al., 1994).

D’autre part, Pettersson et al., ont étudi¢ la prévalence de I’apparition de douleurs urétrales
chez des « survivants au cancer » de la prostate, depuis un an et jusqu’a quatorze ans apres la
fin de leur traitement. Cette étude a permis d’évaluer I’influence de plusieurs paramétres sur

I’incidence de ces douleurs, a savoir (Pettersson et al., 2013) :

e le mode de traitement, i.e. la radiothérapie externe seule ou associee a une

curiethérapie,
e [I’importance de la dose delivrée et,

e [|’importance du facteur temps, apres la fin du traitement.
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Trois ans apres la fin du traitement 19% des hommes traités par radiothérapie externe et
curiethérapie souffraient de brllures urétrales ou de douleur a la mixtion contre 10% des
patients ayant été soumis a la radiothérapie externe seule (10% étant le pourcentage de
personnes souffrant de ce type de douleur dans la population Américaine). L’ importance du
choix du traitement et une relation entre fractionnement et incidence douloureuse sont ainsi

mises en évidence a travers cette étude.

4.2.1.2 Les études cliniques concernant les patients ayant survécu a un

cancer du cdlon

Les études qui s’intéressent aux « survivants du cancer » du célon sont évoquées dans cette
sous-partie. L’attribution des douleurs ressenties par ces patients au traitement de leur cancer,
et encore plus particulierement aux effets de la radiothérapie externe, est difficile. Cependant
ces etudes mettent en avant I’importance numéraire et I’impact négatif considérable de ces

douleurs chroniques chez ces « survivants au cancer ».

Phipps et al., dans leur étude de 2008, se sont intéresses aux symptdmes a long terme (au
moins cing ans apreés la fin du traitement) de ces « survivants au cancer ». Dans cette étude,
73% des patients ont subi un traitement par chimiothérapie et seulement 13% des patients ont
éte traités a la fois par chimiothérapie et radiothérapie. Parmi 1’ensemble de ces patients 50%
attribuent leurs symptémes a leur cancer et 30% disent souffrir de douleurs physiques. Ces
douleurs, comme les problemes liés aux dysfonctionnements sexuels sont les symptomes

décrits par ces patients comme étant les plus séveres (Phipps et al., 2008).

L’étude clinique de Lowery et al., (étude sur la prévalence et le type de douleur) portait sur
I’étude des douleurs chez les patients survivant au cancer du colon sur une période s’étalant
de un a dix ans aprés la fin de leur traitement. Les stratégies thérapeutiques qui ont été
utilisées sont : (i) la chirurgie (1/3), (ii) la chirurgie couplée a la chimiothérapie (1/3) ou, (iii)
la chirurgie couplée a la radiothérapie (1/3). Dans cette étude, 23% des « survivants au
cancer » souffraient de douleurs (jambe, pieds, dos, pelvis, rectum, organes génitaux, bras,
abdomen, cou). Parmi eux 39% les attribuaient soit a leur cancer soit a son traitement. Dans
cette étude, 'utilisation d’un questionnaire a permis de mettre en avant que 50% des patients
avec des symptdmes douloureux décrivaient au moins une des caractéristiques des douleurs

de type neuropathique. Il est cependant a noter que la tres grande majorité de ces patients,
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décrivant ou pas des sensations de douleur, utilisait un traitement anti-douleur (Lowery et al.,
2013).

4.2.1.3 Récapitulatif pour les patients ayant survécu a un cancer de la

zone pelvienne

Parmi les symptomes de la « pelvic radiation disease », Andreyev et al., ont rapporté que 8
a 52% des patients ayant été traités pour des cancers de la zone pelvienne (cancers
gynécologiques, recto/ anaux et urologiques) souffraient de douleurs diverses (abdominales,
rectales, anales ou périanales) des trois mois apres la fin de leur traitement. L’incidence de ce
symptome sur la qualit¢é de vie des patients a d’ailleurs aussi été évaluée (tableau 4)
(Andreyev, 2007).

Tableau 4 : Fréquence des douleurs chez les patients ayant subi une radiothérapie pelvienne a partir de 3
mois apreés la fin de leur traitement pour différents types de cancers, et, impact de ces douleurs sur la qualité

de vie des patients (d’aprés (Andreyev, 2007)).

Douleur

(abdominale, rectale, anale or périanale)

3 Proportion des patients
Fréquence (%)

souffrant de douleurs affectant

selon eux leur qualité de vie (%)

Cancers gynécologiques 34-52% 28-77%
Cancer rectal et anal 13-27% 0
Cancers urologiques 8-18% 10%

4.2.2 L’intérét des études cliniques et leurs facteurs limitant

L’interprétation des études cliniques précédemment citées doit se faire avec beaucoup de

précautions.
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En effet, dans la majorité des études certains parametres ne sont pas pris en compte et

d’autres manquent de précision :

les différents traitements anti-tumoraux ne sont pas toujours spécifiés ; et, lorsque
c’est le cas, I’ensemble des données obtenues est fourni de maniére « globale » sans

corrélation avec le ou les co-traitements auxquels sont soumis les patients,

les temps d’étude apres la fin du traitement varient grandement (méme au sein d’une
méme étude) et pourtant il semble que la douleur puisse étre dépendante de ce

parametre,

dans certains cas, seule I’étude d’un paramétre douloureux est considérée (par exemple
la douleur & la mixtion) alors que les douleurs viscérales sont sourdes et diffuses.
L’étude d’un seul paramétre ne semble ainsi pas suffisante pour retranscrire ce
phénomene biologique, enfin,

au moment de 1’étude, les patients peuvent étre sous traitements médicamenteux
(exemple : antalgique, anti-inflammatoire, antidépresseur), et ce point n’est pas
toujours mentionné alors qu’il est indispensable a I’interprétation des symptomes

douloureux.

Ces différentes limites rendent I’interprétation et la comparaison des études difficiles.

Néanmoins, elles permettent malgré tout de rendre compte d’un certain nombre

d’informations importantes :

e un lien semble exister entre le protocole de radiothérapie mis en place (type de
radiothérapie i.e. brachythérapie ou radiothérapie externe, fractionnement) et la
fréquence des patients développant des syndromes douloureux ainsi que I’intensité

de ces douleurs,

e I’importance de I’utilisation de questionnaire qui permet de mettre en avant les
caractéristiques de la douleur pour améliorer son traitement est mis en avant dans
I’étude de Lowery et al., 2013. 1l est cependant regrettable qu’aucune corrélation ne
soit donnée entre le type de douleur (neuropathique ou non) et le type de

traitement(s) des patients considérés,

e enfin, si on considére d’une part, I’augmentation croissante du nombre de patients

survivants au cancer, et, ceci, de plus en plus longtemps apres la fin de leur
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traitement ; et, le pourcentage de personnes souffrant de douleur dans ces études,
un état de fait important est traduit: le nombre de patients, en valeur absolue,
affecté par ces douleurs pathologiques est considérable. Ces études permettent de
mettre en avant de maniére efficace la nécessité d’une meilleure prise en charge de

la douleur chez ces « survivants au cancer ».

Dans ce contexte, I’objectif est bien entendu de trouver une stratégie thérapeutique
permettant la diminution de la douleur et ayant un minimum d’effets secondaires dans

I’objectif d’améliorer la qualité de vie de ces patients.

4.3 Les stratégies thérapeutiques de Ilutte contre les douleurs

viscérales chroniques

Les stratégies thérapeutiques qui visent a limiter les douleurs sont nombreuses et
dépendent entre autre du type de douleur, de leur intensité, de leur étiologie, de 1’état
psychologique du patient.

Dans cette partie 4.3, les traitements anti-douleurs classiquement utilisés sont présentés de
maniére non exhaustive. L objectif est d’envisager les différentes options dont disposent les
algologues afin de maitriser au mieux les douleurs viscérales chroniques. Dans 1’¢laboration
de telles stratégies thérapeutiques plusieurs facteurs doivent étre pris en considération.
D’abord, les douleurs chroniques nécessitent une stratégie thérapeutique agissant au niveau du
systeme nerveux central. Puis, certaines specificités ayant trait a la physiopathologie et aux

traitements des douleurs viscérales doivent étre prises en compte.

4.3.1 Les traitements pharmaceutiques

Parmi les traitements médicamenteux, deux groupes se distinguent : les antalgiques ou

analgésiques et les autres traitements médicamenteux.

4.3.1.1 Les antalgiques

Les antalgiques peuvent étre utilisés dans le cas de douleur par excés de nociception mais
sont faiblement ou nullement efficaces dans le cas de douleur neuropathique. L’organisation

mondiale pour la sant¢ (OMS) a défini trois paliers pour 1’utilisation de ces médicaments qui
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sont fonction de I’intensité de la douleur ressentie par les patients (tableau 5). Quel que soit le

palier thérapeutique, I’utilisation de co-antalgiques est préconisée.

Tableau 5 : Echelle d’emploi des analgésiques selon I'intensité de la douleur évaluée chez les patients (palier

de 'OMS).
Paliers
1 2 3
thérapeutiques
Intensité de la
Légere a modérée Modérée a sévere Sévere
douleur
Exemple Opioides forts :
Aspirine Opioides faibles :
d’antalgiques Morphine,
Paracétamol... Codéine, Tramadol...
préconisés Oxycodone, Fentanyl...

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme [’aspirine et ses dérivés sont
utilisés pour leur capacité a inhiber la synthése de prostaglandine au niveau notamment de

sites Iésionnels enflammeés.

Leur utilisation dans le cadre du traitement des douleurs viscérales peut s’avérer
infructueux, voir néfaste pour les patients. En effet, la toxicité des AINS au niveau colique
chez I’lhomme est connue, et, leur utilisation dans le cas de patients souffrant de syndromes
intestinaux impose une grande précaution (Davies, 1995). Certains AINS, comme le célécoxib
ou le rofécoxib, sont susceptibles en effet d’exacerber les IBD ou de les réactiver. De tels
¢checs thérapeutiques n’ont en revanche jamais été constatés lors de I’utilisation de ces
molécules dans le cadre du traitement de douleur somatique (Bonner, 2001; Kaufmann and
Taubin, 1987; Reinisch et al., 2003).

Les opioides peuvent agir au niveau du systeme nerveux central et/ou périphérique, et,
suivant I’intensité douloureuse, différentes classes de molécules peuvent étre utilisées.

Les effets secondaires majeurs des opioides (faibles et forts) sont la dépression respiratoire
mais aussi la nausée, les vomissements et la constipation. Leur utilisation dans le cadre de

pathologies viscérales engendrant des douleurs peut donc s’avérer complexe. Chez des
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patients atteints d’IBD, I’utilisation de certains opioides a été associée a une plus forte
morbidité et mortalité (Lichtenstein et al., 2006). De plus, chez un individu présentant une
inflammation de la bordure du rectum ou « proctitis » qui souffrait de douleur rectale, suite a
son traitement par radiothérapie, la prise d’opioides a aggravé la constipation et, finalement,
la douleur de ce patient (Khosla et al., 2013) (figure 17).

Radiation for Prostate Cancer

|

Proctitis Pain
Excess Straining Opioid Intake

N

—— Constipation

Figure 17 : Modeéle traduisant 'augmentation de la sensation douloureuse, successivement a un
traitement aux opiacés, chez un patient atteint de « proctitis » induite par son exposition pelvienne aux

rayonnements ionisants (d’apres (Khosla et al., 2013)).

Dans tout traitement thérapeutique, des effets secondaires sont attendus. Dans le cas du
traitement des douleurs viscérales, les effets secondaires ayant trait au tractus digestif sont

particulierement néfastes et doivent étre absolument minimisés.

4.3.1.2 Les autres traitements médicamenteux

Dans cette deuxieme catégorie se trouvent des médicaments capables de moduler les
douleurs neuropathiques : les antidépresseurs tricycliques et les antiépileptiques. L’utilisation
d’antidépresseurs tricycliques (amytriptilline, imipramine, etc) permet de renforcer les
contréles inhibiteurs descendants en inhibant la recapture de la sérotonine et/ou de la
noradrénaline. De nombreux effets secondaires peuvent exister mais dans notre cas, le plus
problématique reste la constipation. Les antiépileptiques (carbamazépine, oxcarbazépine,
gabapentine, prégabaline, etc) sont fréquemment utilisés pour le traitement des douleurs
neuropathiques car ils diminuent I’activité ectopique des fibres nerveuses. Ce sont en effet des
inhibiteurs de canaux sodiques ou des analogues du GABA. Enfin les anxiolytiques sont
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utilisables dans le cas de douleurs chroniques, cependant leur utilisation ne doit pas exceder 2

a 3 mois et une évaluation psychopathologique du patient doit étre effectuée au préalable.

4.3.2 Les traitements non-médicamenteux

Ces types de traitements sont invasifs et sont donc envisageables seulement lorsque les

douleurs chroniques des patients sont résistantes aux antalgiques classiques.

4.3.2.1 Lachirurgie

L’objectif est d’interrompre les voies de la nociception, et cela peut se faire a différents

niveaux.

Au niveau médullaire, des cordotomies et myélotomies ont été pratiquées pour limiter les
douleurs viscérales chroniques liées aux cancers abdomino-pelviens. Ces opérations
chirurgicales, que ce soit les cordotomies bilatérales antérolatérales ou les myélotomies au
niveau de la commissure (interruption des axones qui décussent) ont ainsi démontré leurs
bénéfices. Néanmoins, elles restent accompagnées d’effets secondaires trées dommageables
pour les patients. En effet, des dysfonctionnements de la vessie, du tractus digestif ainsi que
I’apparition de dysesthésies et de parésies ont entre autre eté décrits. La séverité de ces
syndromes étant classiqguement plus élevee successivement a la pratique de la premiere
stratégie chirurgicale évoquée (Gybels and Sweet, 1989). D’autres études cliniques ont mis en
avant la myélotomie limitée au niveau de la zone de la colonne dorsale pour son efficacité
dans la réduction de la douleur et parce qu’elle semble provoquer moins d’effets secondaires
que les précédentes (Becker et al., 1999; Gildenberg and Hirshberg, 1984; Kim and Kwon,
2000; Nauta et al., 1997, 2000).

D’autres techniques chirurgicales, pratiquées notamment au niveau du systéme nerveux
périphérique S, visant a la destruction de ganglions nerveux périphériques (exemple :
ganglion cceliaque, hypogastrique et impar ou coccygien) permettent de pallier aux douleurs
pelviennes (Rigaud et al., 2010). Les effets secondaires de ces techniques sont relativement
faibles en comparaison a ceux provoqueés par les techniques de chirurgie agissant au niveau du
SNC (Munir et al., 2004).
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En amont d’une telle procédure, notamment en ce qui concerne la ganglion impar, un
blocage test a 1’aide d’anesthésique locaux parfois associées a des glucocorticoides, peut étre
pratiqué. Le réel bénéfice de la destruction du ganglion nerveux peut alors étre apprécié. Dans
certains cas ce blocage a d’ailleurs permis une diminution de la sensation douloureuse chez
les patients jusqu’a 4 mois apres la procédure (Agarwal-Kozlowski et al., 2009). De facon
similaire, dans 1’étude de Khosla et al., le blocage du ganglion impar a permis une réduction
de la douleur chez le patient atteint de « proctitis » suite a son traitement par radiothérapie. Ce
patient a ainsi pu réduire sa prise d’opioide, et donc sa constipation (Khosla et al., 2013). En

revanche cet effet est certainement seulement transitoire.

4.3.2.2 La stimulation électrique

Ces techniques sont utilisées dans le cas de douleurs neuropathiques avérées. Ces
stimulations sont réalisées a 1’aide d’électrodes. Elles peuvent étre transcutanées et localisées
aux territoires douloureux créant a cet endroit de la paresthésie. Quand les douleurs
neuropathiques sont séveres, les stimulations peuvent se faire au niveau médullaire ou au
niveau des centres supérieurs. La stimulation spinale permet notamment la diminution des
douleurs viscérales dans le cas de pancréatites (Kapural and Rakic, 2008 ; Kapural et al.,
2011).

4.3.2.3 Les traitements alternatifs

IIs peuvent étre utilisés avant la pharmacologie ou en complément d’autres techniques.
Parmi ces techniques se trouvent la thermothérapie, la cryothérapie, 1’acupuncture et

I’hypnose.

Afin de fournir une meilleure stratégie thérapeutique palliant aux douleurs viscérales
successives aux traitements des cancers par radiothérapie, la physiopathologie de cette
douleur doit étre mieux connue. Afin de répondre a cet objectif des modeles d’études

pertinents et bien caractérisés sont nécessaires.

4.4 Les modeles d’étude des pathologies douloureuses coliques

Plusieurs modeles animaux ont favorisé la comprehension mécanistique des pathologies

douloureuses coliques IBD et IBS et ont ainsi permis de tester expérimentalement des
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stratégies thérapeutiques a visée analgésique. A notre connaissance, il n’existe, a ce jour,
aucun modele caractérisé d’étude de la douleur viscérale radio-induite. Bien que la
physiopathologie des douleurs viscérales radio-induites doit différer de celles des IBD et des
IBS, les modeles qui leurs sont associés représentent néanmoins un levier de pistes de
réflexions primordial dans le cadre de mon travail de recherche et sont donc décrits dans cette

partie.

Les IBD sont caractérisées par une inflammation intestinale chronique, des douleurs
abdominales et une hypersensibilité douloureuse. Les facteurs a son origine seraient
génétiques, immuns et environnementaux. Des modeles murins mimant les IBD a ’aide des
composés chimiques ont pu étre développés. L’utilisation notamment de TNBS (en
association avec de 1’éthanol) ou de DSS dans des conditions expérimentales adaptées
permettent de mimer de telles pathologies (Elson et al., 1995). D’autres méthodes ont aussi
été utilisées pour créer de tels modéles expérimentaux. C’est ainsi que des souris
génétiqguement modifiées ont notamment été créées. Les souris 1L107 sont ainsi souvent
utilisées pour leur capacité a développer spontanément des entérocolites qui sont associées a
une hypersensibilité viscérale, une augmentation de la perméabilité intestinale et a un

processus diarrhéique (Bristol et al., 2000; Kiihn et al., 1993).

Généralement les patients IBS ont une sensibilité accrue a la distension colorectale ou
rectale et un seuil d’apparition de la sensation douloureuse plus bas que les personnes saines
(Ritchie, 1973; Whitehead et al., 1990). Un abaissement du seuil est observé chez plus de la
moitié des patients IBS-D (i.e d’IBS avec diarrhée) (Prior et al., 1990). L augmentation de la
perméabilité épithéliale paracellulaire ainsi que I’infiltration ou 1’augmentation du nombre de
cellules immunitaires (comme les MC) dans la muqueuse intestinale est associée a
I’hypersensibilité colorectale a la distension (Barbara et al., 2004, 2007; Chadwick et al.,
2002, 2002; Marshall et al., 2004; Spiller et al., 2000).

Des modeles qui permettent des agressions inflammatoires aigiies a 1’aide de glycérol,
d’acide acétique, d’huile de moutarde, et de zymosan ont été développés pour produire des
modeles d’hypersensibilité viscérales aigiies. Cependant les IBS sont des maladies chroniques
caractérisées par une absence de changements inflammatoires muqueux. D’autres mode¢les qui

permettent de mimer certains des troubles fonctionnels de ces IBS ont donc été développés :
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un modele d’irritation colique chez le nouveau né (Al-Chaer et al., 2000), un modele de
sensibilisation au stress chez I’adulte (Stam et al., 2002), etc. Cependant, tous les aspects
physiopathologiques et les traits pathogénétiques de la maladie humaine ne sont pas assez
bien représentés dans ces modeles expérimentaux. Les événements arrivés précocement dans
la vie semblent jouer un role dans les IBS (Lowman et al., 1987), d’ou la création de modeéles
dits de déprivation (séparation des nouveau nés de leur mére) maternelle pour mimer ce type
de pathologie (Barreau et al., 2004a; Coutinho et al., 2002; Rosztoczy et al., 2003).

4.5 Les enjeux sociétaux et scientifiques

Les douleurs chroniques viscérales successives aux traitements des cancers sont trés
invalidantes et, étant donné 1’allongement de la vie des « survivants au cancer » elles touchent

de plus en plus de patients.

Les stratégies analgésiques pour lutter contre les douleurs viscérales nécessitent d’étre
adaptées a la physiopathologie de ces douleurs. Elles ne peuvent pas seulement étre calquées
sur les thérapies utilisées pour traiter les douleurs somatiques, «dont les mécanismes

cellulaires et moléculaires ont déja été étudiés de maniére beaucoup plus détaillée ».

Les douleurs viscérales des « survivants au cancer » sont multifactorielles. Néanmoins, le
développement d’un modéle de douleur viscérale chronique induite par des radiations

ionisantes est une premiere étape indispensable dans 1’étude de ce type de douleur.

Les douleurs chroniques, nécessitent, de plus, de considérer les mécanismes de
sensibilisation périphériques et centraux de maintien de ces douleurs. Dans le cadre de mon
travail de thése nous avons décidé de nous intéresser en premier lieu aux mécanismes

périphériques de ces douleurs viscérales radio-induites.

La cinquieme partie de mon manuscrit met ainsi en relation (i) certains mécanismes
périphériques impliqués dans les douleurs viscérales et (ii) des données scientifiques obtenues
dans le cadre d’irradiation du co6lon. Elle permet, ainsi d’expliciter les orientations prises lors

de nos études expérimentales.
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5 LES MECANISMES PERIPHERIQUES DE L'HYPERSENSIBILITE VISCERALE

Les mécanismes periphériques impliqués dans la physiopathologie de la douleur viscérale
chronique radio-induite n’ont jusqu’a présent jamais été étudiés. En revanche, ils ont
largement eté décrits dans le cadre des pathologies douloureuses coliques comme les IBD et
les IBS. Ainsi, dans cette partie 5, certains mécanismes de la sensibilisation périphérique sont
explicités, puis mis en relation avec les connaissances pertinentes acquises sur ’effet des
rayonnements ionisants au niveau intestinal.

Deux axes majeurs concernant les processus de sensibilisation périphérique sont abordés :

e Tout d’abord, le role des MC et de leurs interactions avec les fibres nerveuses
intestinales et afférentes au colon sont decrits.
e Ensuite, I’impact de I’altération d’une fonction intestinale, comme la motricite, sur

la sensibilité viscérale est considéré.

5.1 Les mastocytes et leurs interactions avec les fibres nerveuses

Les MC, que se soit en interaction directe avec les fibres nerveuses ou pas, jouent un réle
déterminant dans certaines fonctions physiologiques de 1’organisme. De méme, ils jouent un
role essentiel dans les réponses immunitaires, dans certaines conditions pathologiques,

comme dans le cas des réactions anaphylactiques et des réactions asthmatiques.

Au niveau intestinal, les MC régulent, entre autre, 1’activité de perméabilité ainsi que
I’activité de contractibilité musculaire. Dans des conditions non physiologiques, outre leur
participation aux réactions inflammatoires intestinales, une augmentation de leur nombre, une
modification de leur état d’activation et/ou une altération dans leurs interactions avec les
fibres nerveuses modifient les fonctions intestinales (cf. partie 2.4).

Dans des conditions pathologiques, les MC et leurs interactions réciproques avec les
fibres nerveuses intestinales sont impliqués notamment :
e dans les mécanismes de sensibilisation périphérique des maladies douloureuses
coliques, et,
e dans les processus de mise en place de la fibrose radio-induite (Blirando et al.,
2011; Gottwald et al., 1998; Malaviya et al., 1996; Zheng et al., 2000).
Cependant, a ce jour, aucun lien n’a jamais été établi entre les MC et leurs interactions avec

les fibres nerveuses dans un contexte de douleur viscérale radio-induite.
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Ces deux processus (i) et (ii) sont donc décrits successivement et précisément dans cette
partie 5.1, aprés que les caractéristiques biologiques des MC et les liens qu’ils entretiennent

avec les fibres nerveuses aient été explicités.

5.1.1 Notions générales sur les mastocytes et les fibres nerveuses

5.1.1.1 Caractérisation des mastocytes

Les MC, cellules de I’immunité innée, sont issus de précurseurs mastocytaires, provenant
eux mémes des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. Ces précurseurs

achévent leur différenciation en cellules matures dans les tissus ou ils sont amenés a résider.

Les MC sont présents au sein de nombreux tissus (poumon, peau, systéme nerveux,
intestin) et constituent une population cellulaire hétérogéne (Arizono et al., 1990; Pang et al.,
1996). La diversité des MC se traduit d’un point de vue histologique, biochimique et
fonctionnel. L’existence de différentes sous-populations mastocytaires est le résultat d’un
processus de développement distinct de ces cellules, et dépend donc de leur localisation, des
facteurs biologiques du milieu les environnant ainsi que des especes considérées. Parmi les
MC, une distinction est classiquement faite en fonction du type tissulaire ou ils résident. Se
distinguent ainsi les MC présents dans les muqueuses ( les MC muqueux ou les « mucosal
mast cells » (MMCs)) et ceux résidant au sein des tissus conjonctifs, (les MC conjonctifs ou

les « connective tissue-type mast cells » (CTMCs)) (Kleij and Bienenstock, 2005).

5.1.1.2 Modalités de I’action biologique des mastocytes

Les MC sont capables de synthétiser et de libérer dans I’espace tissulaire différents types
de molécules : des substances biologiques actives (histamine, sérotonine, protéases, NO), des
cytokines (TNFa, LL4...), des chimiokines, des neurotrophines (NGF), des neuropeptides
(SP) et des métabolites de 1’acide arachidonique (prostaglandines et leukotriénes). Cette
multiplicit¢ de molécules susceptibles d’étre libérées traduit la diversité de I’activité
fonctionnelle de ces cellules. Certaines de ces molécules sont stockées dans des granules
cytoplasmiques, c’est notamment le cas de I’histamine et de la tryptase. D’autres molécules
sécretees par les MC, plus particulierement le NGF ou la SP sont présentes sous forme libre

dans le cytoplasme de ces cellules (Church and Levi-Schaffer, 1997).

85



Chapitre | : Etude bibliographique

La fonctionnalité des MC dépend de leur état d’activation, lequel est directement lié a leur
environnement. La transmission aux MC des informations en provenance du milieu extérieur
peut se faire via les nombreux récepteurs membranaires présents a leur surface, comme le
NK-1, le trkA... Parmi ces récepteurs membranaires, ¢’est plus particulierement le récepteur
de haute affinité des IgE (FcepsilonRI) qui confére aux MC leur réle dans le déclenchement
des reactions allergiques. L’activation des récepteurs mastocytaires permet ainsi la
dégranulation immédiate des substances présentes au sein de leurs granules cytoplasmiques et
la synthése d’autres types de médiateurs, comme des cytokines. Ces molécules nouvellement
synthétisées sont libérées de facon différée dans le temps par rapport a 1’activation des
cellules (Church and Levi-Schaffer, 1997).

La tryptase, un des meédiateurs mastocytaires majeurs, synthétisé par la quasi-totalité des
sous-groupes de MC, est susceptible d’activer les cellules en clivant le récepteur aux protéines
sérases PAR2. Ce récepteur PAR2 est exprimé par les neurones intrinséques et extrinseques
du coélon, mais également par d’autres types de cellules: les cellules endothéliales,
épithéliales, les entérocytes, les cellules musculaires lisses et les cellules immunitaires
constitutives ou présentes au sein de 1’intestin (Déry et al., 1998; Suckow and Caudle, 2008;
Vergnolle, 2000).

5.1.1.3 Les mastocytes entretiennent un lien intime avec les fibres

nerveuses

Comme décrit précédemment, I’activité fonctionnelle des MC dépend des molécules
bioactives présentes dans leur environnement, de leur état d’activation, mais aussi des

interactions intimes qu’ils entretiennent avec les fibres nerveuses.

Des interactions anatomiques entre les MC et les fibres nerveuses ont été mises en
évidence il y déja de nombreuses années chez 1’homme et chez le rat (Stead et al., 1987,
1989). Ces interactions anatomiques suggeraient déja les bases anatomiques d’une

communication potentielle entre ces deux types cellulaires.

La complémentarité biochimique entre les molécules biologiques sécrétées et les
récepteurs exprimés par les MC et les fibres nerveuses favorisent de plus leur communication.
En outre, la proximité des MC et des fibres peptidergiques exprimant la SP ou le CGRP a été
mise en évidence chez I’homme et chez le rat (Pang et al., 1996; Stead et al., 1987; Wang et

al., 2004). Ces résultats laissent supposer que cette communication humorale pourrait étre
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impliquée dans la communication des MC avec les fibres nerveuses (figure 18). Le récepteur
du CGRP est notamment exprimé a la surface des MC. La SP et son récepteur NK1 sont eux
aussi présents au niveau des terminaisons nerveuses des fibres afférentes, des neurones
entériques et des cellules immunitaires comme les MC au niveau de I’intestin (Castagliuolo et
al., 1997; Grady et al., 1996; Mantyh et al., 1996; Weinstock, 2004; Wershil et al., 1998). En
effet, les MC et les fibres nerveuses peuvent sécréter des biomolécules et également exprimer
aussi leurs récepteurs associés. Le NGF et son récepteur le trkA en sont d’ailleurs un autre

exemple.

Mastocyte

Substance P
CGRP
NGF

Histamine Neurokinine A

Sérotonine

Tryptase

Substance P

TNFa RRCPG
NGF

PAR1
TNRF1,2

H1  PAR2 i Tik(A) spT

Terminaison d’une
fibre nerveuse

Figure 18: Représentation non exhaustive des médiateurs biologiques et des récepteurs associés
impliqués qui permettent la communication entre les MC et les fibres nerveuses (adapté de (Kleij and
Bienenstock, 2005)). Les médiateurs inflammatoires permettent la communication entre ces deux types
cellulaires, et cela, par l'intermédiaire ou non de récepteurs membranaires. Certains des récepteurs
membranaires ne sont exprimés que dans des conditions inflammatoires alors que d’autres présents dans
des conditions physiologiques sont eux surexprimés dans ces conditions pathologiques. CGRP : calcitonin
gene-related peptide; RCGRP : récepteur au CGRP; NK-1 : récepteurs aux tachykinines de type 1; 5-HT :
récepteurs a la sérotonine; H1: récepteur a I'histamine ; PAR2 : Protease-Activated Receptor-2; PAR1:
Protease-Activated Receptor-1; TrkA : neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1 ; TNRF : Tumor Necrosis

Receptor Factor ; TNFa : Tumor Necrosi Factor alpha.
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5.1.2 Implication dans les mécanismes  périphériques  de

’hypersensibilité viscérale

Les fonctions intestinales sont modulées par 1’action des différents médiateurs
mastocytaires qui activent des récepteurs présents a la surface de divers types de cellules
intestinales. Dans des conditions pathologiques, ces mécanismes favorisent 1’initiation et le

maintien d’une sensibilisation périphérique qui sous-tend une hypersensibilité viscerale.

L’objectif de cette sous-partie 5.1.2 est de mettre en avant dans les mécanismes de la
sensibilisation périphérique, I’implication des MC, de la tryptase, et, des interactions entre les

MC et les fibres nerveuses.

5.1.2.1 Les pathologies douloureuses en clinique

Chez les patients atteints d’IBD ou d’IBS, I’implication des MC ainsi que leurs interactions
avec les fibres nerveuses coliques participent largement aux mécanismes de sensibilisation

périphérique sous-tendant I’hypersensibilité viscérale.

a) L’hyperplasie mastocytaire chez les patients atteints d’IBD et d’IBS

L’hyperplasie mastocytaire a déja été montrée chez les patients souffrants d’IBD. Elle a été
décrite notamment en 1987 pour des patients atteints de la CD (Bienenstock et al., 1987).
Raithel et al., ont aussi mis en évidence une augmentation du nombre de MC chez les patients

souffrant d’IBD lors des phases d’inflammation aigiie (Raithel et al., 2001).

Bien qu’elle n’ait pas été décrite chez tous les patients et dans toutes les zones de I’intestin,
une hyperplasie mastocytaire est fréquemment observée au niveau des muqueuses intestinales
pour des patients atteints d’IBS (Chadwick et al., 2002; O’Sullivan et al., 2000). 11 n’existe
pas de consensus clair dans la littérature sur une possible corrélation entre 1’hyperplasie des
MC et les caractéristiques cliniques des patients IBS (Sohn W. et al 2012 ; Weston et al.,
1993).

Cependant, 1’étude de Park et al., a tout de méme permis d’établir un lien direct entre le
seuil d’apparition de la douleur chez les patients IBS-D et le nombre de MMC dans les
biopsies de ces patients, en comparaison avec des sujets sains, et ceci grace a des études
utilisant un barostat (Park et al., 2006). Les auteurs observent qu’une augmentation modérée
du nombre de MMC correspond ainsi a une diminution du seuil d’apparition de la douleur

chez les patients alors qu’une augmentation exacerbée de ces cellules se traduit par un seuil
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plus haut. L’argument évoqué pour expliquer ce dernier phénomene est la désensibilisation

des fibres nerveuses aux médiateurs mastocytaires.

b) Le rdéle des interactions entre les MC et les fibres nerveuses dans
I’hypersensibilité viscérale

Bien plus que I’hyperplasie mastocytaire, ¢’est I’augmentation du nombre d’interactions

entre les MC et les fibres nerveuses, notamment de type peptidergique, qui semble étre

déterminante dans les mécanismes périphériques sous-tendant I’hypersensibilité viscérale.

En effet, dans les études de Barbara et al.,, le seul facteur clinique corrélé a la sévérité et a
la fréquence de la douleur abdominale des patients atteints d’IBS est 1’augmentation du
nombre d’interactions entre les MC et les fibres nerveuses (une telle interaction est
caractérisée lorsque la distance entre ces deux types cellulaires est inférieure a 5 um) (Barbara
et al., 2004; Di Nardo et al., 2014). L’existence de cette relation est d’ailleurs indépendante de
la caractérisation, dans les biopsies de patients IBS en comparaison aux biopsies de patients
témoins, d’une hyperplasie mastocytaire (Barbara et al., 2004; Di Nardo et al., 2014).

Ensuite, I’implication de la SP et des fibres peptidergiques dans I’inflammation
périphérique ainsi que dans la physiopathologie des syndromes inflammatoires et fonctionnels
douloureux du tube digestif est largement décrite dans la littérature (Mantyh et al., 1988,
1996; Pothoulakis et al., 1998; Weinstock, 2004). De maniére plus spécifique, I’implication
I’hyperplasie des fibres nerveuses peptidergiques, décrite chez les patients atteints d’IBS,
ainsi que des interactions réciproques entre ces fibres nerveuses et les MC dans les douleurs
ressenties par ces patients est suggérée. Bien plus, chez ces patients les fibres nerveuses SP se
situent a proximité des MC dans la sous-muqueuse et la muqueuse, formant méme des

clusters de fibres nerveuses les entourant (Pang et al., 1996; Wang et al., 2004).

c) La mise en évidence du role fonctionnel des MC dans I’hypersensibilité viscérale

Les résultats de 1’étude de Barbara et al., suggérent déja une implication de 1’activité
biologique fonctionnelle accrue des MC dans les symptomes des patients atteints d’IBS. En
effet, les auteurs ont démontré une plus grande quantité de tryptase dans la muqueuse de ces
patients que dans celles des témoins. Une telle hausse est d’ailleurs associée a une plus grande
capacité de ces MC a libérer spontanément de la tryptase et de I’histamine in vitro, en
comparaison a ceux des patients témoins (Barbara et al., 2004).
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Le role fonctionnel des MC dans les mécanismes de la sensibilisation périphérique est
aussi démontré de maniére trés claire par les résultats cliniques obtenus suite a 1’utilisation
d’un stabilisateur mastocytaire et antagoniste des récepteurs H1: le ketotifen. En effet,
I’utilisation du kétotifen améliore les caractéristiques cliniques de certains patients atteints
d’IBD et d’IBS (Klooker et al., 2010; Marshall and Irvine, 1998). De plus, Klooler et al., ont
démontreé, pour des patients souffrant d’IBS et hypersensibles, que la prise de kétotifen permet
d’augmenter la valeur seuil pour laquelle une sensation d’inconfort est ressentie par ces
patients. Cet effet biologique a été obtenu alors méme qu’aucune corrélation n’avait pu étre
démontrée entre le nombre de MC observé dans les biopsies de ces patients et leur perception
douloureuse (Klooker et al., 2010). L’idée selon laquelle I’hyperplasie mastocytaire n’est pas
le seul facteur prédominant dans les mécanismes de la sensibilisation périphérique est donc

une fois de plus avancee.

Ces derniéeres études mettent en avant le réle fonctionnel des MC dans les mécanismes
périphériques de I’hypersensibilité viscérale. Bien plus que I’hyperplasie des MC ou des
fibres nerveuses, ces travaux ont mis en évidence que ce sont leurs interactions avec les fibres
nerveuses et/ou leur état d’activation qui représentent des phénomenes biologiques majeurs

directement impliqués dans cette sensibilisation périphérique.

En outre, la proximité des MC avec les fibres nerveuses de type peptidergique suggeére
gu’un processus neuro-inflammatoire entretenu pourrait permettre une telle sensibilisation

chez les patients atteints de syndromes intestinaux douloureux chroniques.

5.1.2.2 Les modeles murins d’hypersensibilité viscérale

Parallélement a ces donneées cliniques, de nombreuses études expérimentales démontrent
clairement de telles implications dans les mécanismes périphériques de 1’hypersensibilité

viscérale.

a) Exemple d’études menées avec les modeles de stress de déprivation maternelle
chez le rat

Dans de tels modéles animaux mimant les pathologies IBS, une hypersensibilité a la

distension colorectale a clairement été établie (cf. partie 4.4). Des modifications numeéraires et

hypertrophiques des MC ainsi que I’exacerbation de leurs interactions avec les fibres
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nerveuses sont, de méme, clairement définies. L’implication de telles modifications
biologiques dans les mécanismes de sensibilisation périphérique sous-tendant
I’hypersensibilité est proposée par différents auteurs (Barreau et al., 2004a; Coutinho et al.,
2002; Rosztoczy et al., 2003).

Plus précisement, dans ce contexte, une augmentation du nombre de MMC dés 4 semaines,
et qui perdure 12 semaines apres le stress, a été mise en évidence chez des animaux. De plus,
la densité augmentée de ces MMC a 4 semaines suggere un état physiologique de ces cellules
propice a la dégranulation. Une autre des conséquences de ce type de stress est 1’apparition
d’une hyperplasie des fibres nerveuses de la muqueuse colique, et ce, de maniére tardive
(jusqu’a 12 semaines). Indépendamment du temps d’étude considéré (4 ou 12 semaines), et
donc, des modifications numeéraires et hypertrophiques précédemment citées, une
augmentation des interactions entre les fibres nerveuses et les MMC a été observée. Ce
phénoméne pourrait d’ailleurs étre au moins en partie dépendant du NGF. De plus,
I’augmentation des interactions neuro-immunitaires impliquent les fibres peptidergiques
exprimant le CGRP (Barreau et al., 2004a, 2008). Le réle des MC et de leurs interactions avec
les fibres nerveuses, notamment de type peptidergique, dans les mécanismes périphériques
sous-tendant I’hypersensibilité viscérale dans ces modeéles d’étude est ainsi, fortement

suggeré.

b) La mise en évidence du role fonctionnel des MC dans I’hypersensibilité viscérale
Dans divers modeles d’hypersensibilité viscérale de rongeurs, I’emploi de stabilisateurs
mastocytaires a permis de démontrer 1I’implication fonctionnelle des MC dans 1’altération de

la sensibilité viscérale.

Tout d’abord, I'utilisation dans les modeles de stress de déprivation maternelle d’un
traitement au doxantrazole (stabilisateur des MC) permet d’éviter 1’augmentation de
I’hypersensibilité viscérale. Dans ce contexte, I’augmentation de la perméabilité épithéliale
est aussi évitée. Or, un tel dysfonctionnement biologique est décrit comme étant associé aux
processus d’hypersensibilité viscérale, notamment dans un modele de stress aigu chez le rat
(Barreau et al., 2004a, 2004b, 2008; Ait-Belgnaoui et al., 2005).

Par ailleurs, le potentiel antinociceptif des stabilisateurs mastocytaires a aussi été démontré
dans d’autres mod¢les expérimentaux. L’utilisation préventive de kétotifen, permet de

prévenir 1’hyperplasie mastocytaire, notamment dans le cas d’une infection bactérienne
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induisant des colites chez le rat (Serna et al., 2006). Bien plus, dans un modele de stress aigu
chez le rat n’entrainant pas d’hyperplasie mastocytaire, le doxantrazole permet de revenir a la
courbe d’hypersensibilité douloureuse de celle d’un animal témoin (Gué et al., 1997). Dans ce
modele d’étude, I’augmentation de la concentration en médiateurs mastocytaires, comme
I’histamine, au sein de la muqueuse colique en absence d’hyperplasie mastocytaire suggere un
état d’activation biologique accru des MC (Gué et al., 1997). Le doxantrazole, en stabilisant
ces MC, agirait alors sur la libération de médiateurs mastocytaires (histamine et/ou autres),

impliqués dans I’hypersensibilité viscérale liée au stress.

De maniere similaire a ce qui a été observé chez les patients, les MC jouent donc un réle
fonctionnel dans I’hypersensibilité¢ viscérale étudiée dans les modéles expérimentaux chez
I’animal, et ceci, indépendamment de [’augmentation de leur nombre. Ces études
expérimentales confirment que 1’état d’activation des MC et les interactions qu’ils
entretiennent avec les fibres nerveuses, pouvant exprimer des neuropeptides, sont des facteurs

cruciaux impliqués dans de tels mécanismes.

5.1.2.3 Mécanismes de I'inflammation neurogéene

La contribution des MC et de leurs médiateurs dans les processus de neuro-inflammation et
dans la sensibilisation des fibres nerveuses et des afférences spinales transmettant la douleur
est reconnue (Bueno et al., 1997; Coelho et al., 2002; Van Diest et al., 2012). La sous partie
5.1.2.3 se propose ainsi dans un premier temps d’expliciter ce phénomeéne d’inflammation
neurogene. Puis, en s’appuyant sur des études expérimentales, nous démontrerons que le
phénomene d’inflammation neurogene semble étre impliqué directement dans les mécanismes

de sensibilisation périphérique sous-tendant I’hypersensibilité viscérale.

Plus précisément, le réle de la tryptase et de la SP ainsi que de leurs récepteurs associés
(PAR2 et NK1, respectivement) dans les processus de communication réciproque existant

entre les MC et les fibres nerveuses sont ici décrits.

a) L’activation des fibres nerveuses par la tryptase via PAR2
La tryptase fait partie des divers médiateurs mastocytaires, a I’instar de la sérotonine et
I’histamine mais aussi certaines cytokines comme le TNF, qui favorisent I’excitabilité ou

I’activation des fibres nerveuses (Jiang et al., 2000; Nicol et al., 1997).
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Le récepteur PAR2 est largement exprimé par les fibres nerveuses. En effet il est present:

sur les fibres nerveuses intrinseques intestinales, i.e. sur les neurones des plexus

myentérigques et sous muqueux, (Corvera et al., 1999; Suckow and Caudle, 2008), et,

sur les fibres nerveuses sensorielles afférentes a ’intestin qui possédent leurs corps
cellulaires au niveau des GRD, et, qui peuvent exprimer les neuropeptides que sont la SP et le
CGRP (Steinhoff et al., 2000).

L’activation de différents types de fibres nerveuses par la tryptase est donc rendue possible

par sa capacité a cliver le récepteur de PAR2 (Corvera et al., 1999; Steinhoff et al., 2000).

b) Le role de la tryptase dans la sensibilisation des fibres nerveuses suscitant
I’hypersensibilité viscérale
L’utilisation de surnageants de biopsies de patients IBS dans des études expérimentales
menées in vitro et in vivo favorise la compréhension de la physiopathologie de la douleur
viscérale de tels patients. Des preuves, notamment, de I’implication de la tryptase et de
I’activation de PAR2 dans la sensibilisation des fibres coliques intrinséques et afférentes au
cblon, de méme que dans I’hypersensibilité viscérale ont en effet été ainsi apportées (Barbara

et al., 2007; Cenac et al., 2007).

Tout d’abord, dans ces biopsies de patients IBS, en comparaison a celles de patients sains,
la libération de tryptase (comme d’histamine et de trypsine) est augmentée (Barbara et al.,
2007; Cenac et al., 2007). Le surnageant de ces biopsies, contrairement a celui de biopsies de
témoins sains, favorise, in vitro, ’augmentation de 1’excitabilité des neurones sensoriels et
mésentériques de rats (Barbara et al., 2007; Cenac et al., 2007). La sensibilisation neuronale
observée est d’ailleurs dépendante, au moins partiellement, de I’activation du récepteur PAR2
(Barbara et al., 2007; Cenac et al., 2007). La trypsine et/ou la tryptase sont donc directement
responsables de cette sensibilisation. Cependant, 1’excitation des neurones entériques par
d’autres molécules bioactives présentes au sein de ces surnageants, comme par exemple

I’histamine, ne peut étre exclue (Frieling et al., 1995).

Ensuite, Cenac et al., ont mis en évidence, apres I’instillation intra-luminale colique de
surnageant de patients IBS chez des souris sauvages, 1’apparition d’une hypersensibilité
viscérale, en réponse a des distensions colorectales. L’ implication de 1’activation du récepteur
PAR2 dans ce processus est démontrée (Cenac et al., 2007). Dans cette étude, I’implication de

I’activation d’autres types cellulaires, non neuronaux, comme par exemple les cellules
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épithéliales qui expriment aussi le récepteur PAR2 et qui jouent un role dans ces processus

pathologiques ne peut étre exclue.

c) Les mécanismes moléculaires de cette neuro-inflammation

La mise en place d’un processus de neuro-inflammation auto-entretenu impliquant
différents acteurs, tels que notamment la tryptase, la SP ainsi que leurs récepteurs respectifs,
est directement impliquée dans la sensibilisation périphérique. En effet, I’activation du
récepteur PAR2 joue un rb6le direct dans I’hypersensibilité viscérale en favorisant

I’augmentation de 1’excitabilité neuronale, mais pas seulement (Figure 19).

Le phénoméne d’inflammation neurogéne a été trés bien décrit par Steinhoff et al.,. De
maniere succincte, nous en présentons ici certains des principaux mécanismes. D’ une part,
I’activation de PAR2 présent sur les fibres nerveuses peptidergiques permet la libération de
SP et de CGRP via un mécanisme dépendant du Ca®* (Steinhoff et al., 2000). D’autre part, les
neuromédiateurs, comme la SP, favorisent la dégranulation des mastocytes immatures ou de
la muqueuse intestinale in vitro quand le récepteur NK1 est exprimé a leur surface
membranaire (Shanahan et al., 1985 ; Van der Kleij et al., 2003).

Coelho et al., ont déemontré que I’hypersensibilité viscérale observée successivement a
I’administration intra-luminale d’un agoniste de PAR-2 chez le rat était dépendante de
’activation du récepteur de la SP, le NK1, et ce, plutdt au niveau périphérique (Coelho et al.,
2002). Bien plus que P’implication de I’activation de PAR2 dans les mécanismes de
I’hypersensibilité viscérale, cette étude suggere ainsi le role de 1’inflammation neurogene dans

les mécanismes de sensibilisation périphérique.

La proximité des fibres nerveuses peptidergiques et des MC dans les pathologies
douloureuses coliques ainsi que les mécanismes impliqués dans cette communication
réciproque, favorisent 1I’auto-entretien de cette inflammation neurogene. De tels mécanismes
impliquent la participation de molécules actives, dont certaines ont été évoquées ici, et qui
jouent un rdéle majeur dans les mécanismes périphériques sous-tendant une hypersensibilité

viscérale qui persiste.
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Figure 19: Les récepteurs aux protéines sérases (PARs) sur les terminaisons des fibres nerveuses
sensorielles. Leur activation suscite un flux intracellulaire de Ca®* entrainant la libération par les fibres
nerveuses de neuropeptides (SP et CGRP). lls peuvent a leur tour interagir avec leurs récepteurs présents au
niveau de I’endothélium, augmentant ainsi la perméabilité et la vasodilatation. L’activation de PAR2 sur les
fibres sensorielles peut aussi entrainer I’activation des neurones nociceptifs spinaux et favoriser ainsi
I'’hypersensibilité. Une activation de PAR2 présent a la surface d’autres types cellulaires (cellules
inflammatoires...) ne peut étre exclue, amenant a la libération de médiateurs inflammatoires qui peuvent

activer aussi les neurones nociceptifs (Vergnolle et al., 2001).

Pour soulager les douleurs visceérales, la stabilisation des MC ainsi que la modulation de la
communication bidirectionnelle qu’ils entretiennent avec les fibres nerveuses représentent

donc une des stratégies d’intérét.

5.1.3 Implication dans les mécanismes de la fibrose intestinale radio-
induite

Les MC, les fibres nerveuses ainsi que leurs interactions réciproques ont été étudiés suite a

I’exposition de I’intestin aux rayonnements ionisants. Ces études ont surtout été menées afin

de mieux comprendre les mécanismes biologiques impliqués dans la réparation tissulaire

radio-induite. L’objectif de cette partie 5.1.3 est de faire un bilan des connaissances

pertinentes acquises grace a ce type d’études.
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5.1.3.1 Les patients soumis a une radiothérapie

Les effets biologiques observés au niveau intestinal sur les MC et les fibres nerveuses,
chez des patients, successivement a leur exposition aux rayonnements ionisants sont peu
décrits. Dans le contexte de mon projet de these, deux études complémentaires sont pourtant a

souligner.

La premiére a été réalisée au laboratoire sur des résections de patients prélevés 5 a 7
semaines apres leur traitement par radiothérapie (45 Gy par fraction de 2Gy, 5 jours par
semaine) pour traiter des adénocarcinomes rectaux multiples. Dans cette étude, une
augmentation du nombre de MC dans les zones Iésées et irradiées, en comparaison aux zones
controles i.e. éloignées de la tumeur et du champ d’irradiation a été observée. Plus
précisement, cette hyperplasie mastocytaire, dans les zones lésées, est localisée au niveau de
plusieurs compartiments rectaux : la muqueuse, la muscularis propria et la sous-muqueuse. De
plus, le marquage immuno-histologique de la tryptase traduit un état activé de ces MC
(Blirando et al., 2011). A notre connaissance, aucune donnée concernant le devenir des MC
pour des temps plus tardifs (a 1'échelle de I’année) aprés 1’exposition du tractus digestif aux
rayonnements ionisants n’est disponible. L’hyperplasie et ’activation mastocytaire décrites
dans I’é¢tude de Blirando et al., pourraient alors s’avérer étre seulement lies a des
phénomenes transitoires chez les patients. Cependant, méme dans ce cas, leur impact, a long
terme sur la neuroplasticité intestinale et/ou sur la sensibilisation périphérique est

envisageable.

La deuxieme étude, de Hirschowitz et Rode, a permis de mettre en évidence des
modifications neuroplastiques au niveau de I’intestin gréle et du cdlon de patients souffrant
d’entérite radique chronique successivement au traitement de leurs cancers (Hirschowitz and
Rode, 1991). Cette neuroplasticité est caractérisée sur une période allant de 1 mois jusqu’a 16
ans apres la fin du traitement de ces patients. Une hyperplasie des fibres nerveuses de la LP
de modérée a sévere est mise en évidence pour 27 des 33 résections de patients examineées.
Cette hyperplasie a été mise en évidence en comparant ces résections avec des résections de
patients non soumis a un traitement utilisant des radiations ionisantes (Hirschowitz and Rode,
1991).

La plasticité mastocytaire et nerveuse intestinale ou rectale observée chez les patients ayant
été soumis a une radiothérapie pourrait ainsi favoriser la mise en place d’une hypersensibilité

viscérale radio-induite.
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5.1.3.2 Les modeéles animaux d’étude d’irradiation abdomino-pelvienne

a) Les modifications cellulaires et moléculaires

Aprés une irradiation intestinale, le devenir des acteurs cellulaires (MC, fibres nerveuses)
et moléculaires (SP, CGRP, PAR?2), décrits dans les parties précédentes, est précisé dans cette

sous-partie.

Une étude menée au sein de notre laboratoire sur un modéle d’irradiation colorectale chez
la souris a la dose de 27 Gy a permi d’observer une modification du nombre de MC apres
I’irradiation. Les variations de nombre observées dépendent a la fois du temps d’étude
considéré apreés I’irradiation et des compartiments coliques examinés. En effet, 2 semaines
apreés 1’exposition aux rayonnements ionisants, une hyperplasie mastocytaire est observée
entre la séreuse et le mésentere alors que le nombre de MMC est réduit, en comparaison avec
les animaux controles (Blirando et al., 2011). Cette diminution du nombre de MMC, pour un
temps relativement court aprés 1’irradiation peut étre attribué a leur radiosensibilité (Sedgwick
et al., 1990). En revanche, 12 semaines aprés 1’irradiation, une hyperplasic mastocytaire est
décrite dans I’ensemble des compartiments coliques observés, a savoir, la muqueuse,

muscularis mucosae, la sous-muqueuse et la séreuse (Blirando et al., 2011).

Ensuite, I’expression et 1’activation du récepteur PAR2 ont été étudiées dans un autre
modele d’irradiation développé par 1’équipe d’Hauer-Jensen chez le rat (Wang et al., 2003).
Dans ce modéle, I’ablation des testicules du rat est réalisée afin d’immobiliser dans leur
scrotum un segment de I’intestin gréle qui peut ensuite €tre irradié plusieurs fois (dans un
délai de 3 semaines) (Hauer-Jensen et al., 1988). Wang et al., en utilisant ce modéle, ont
démontré une augmentation de 1’expression de PAR2 et de son activation au niveau du

segment intestinal irradié (Wang et al., 2003).

Enfin, une hausse des transcrits de la SP et du CGRP a été mise en évidence dans le
modele précédemment décrit (2 semaines aprés irradiation) au niveau des zones irradiées, et
ce, en comparaison a des zones non irradiées (Wang et al., 2006a). De plus, Picard et al., ont
aussi démontré une augmentation significative de la quantité de CGRP dans la muqueuse
intestinale le jour suivant une irradiation abdominale de 10 Gy chez le rat (Picard et al.,
2001a).

L’irradiation intestinale favorise donc I’augmentation du nombre de MC, I’expression et
I’activation de PAR2, et, I’expression de substances algogenes (SP et CGRP). Or, 1’ensemble
de ces acteurs est impliqué dans les mécanismes périphériques de 1’hypersensibilité viscérale.
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A ce titre, le role de telles molécules dans le contexte de 1’étude des mécanismes de

I’hypersensibilité colique radio-induite mériterait d’étre précisé.

b) Role dans la physiopathologie des lésions radio-induites

Jusqu’alors, I’implication des divers acteurs précédemment décrits et, les interactions entre
les MC et les fibres nerveuses ont été étudiées uniquement dans la mise en place de la fibrose

radio-induite. Cela fait plus particuliérement 1’objet de cette sous-partie.

Tout d’abord, le role fonctionnel des mastocytes dans la physiopathologie des lésions
intestinales radio-induites est mis en évidence dans des études utilisant des rongeurs déficients
en MC.

Zheng et al,. ont mis en évidence I’implication des MC dans les Iésions intestinales radio-
induites en utilisant le modéle de rat développé par 1’équipe de Hauer-Jensen en 1988. La
comparaison des lésions obtenues aprés irradiation des rats sauvages et de rats déficients en
MC a démontré un effet bénéfique des MC sur la réparation des lésions épithéliales précoces,
et ce, 2 semaines apres irradiation. En revanche, dans ce méme modele la présence de MC
produit un effet délétere sur la formation des lésions fibrotiques plus tardives, 26 semaines
aprés irradiation (Zheng et al., 2000).

Blirando et al., ont, quant a eux, démontré dans le cas d’une irradiation colorectale de 27
Gy chez la souris, en comparant des souris sauvages et déficientes en MC, un r6le délétére des
MC sur les lésions colorectales aigilies (2 semaines apres 1’irradiation) et chroniques (12

semaines apres 1’irradiation) (Blirando et al., 2011).

Le résultat divergeant, obtenu 2 semaines aprés 1’exposition aux rayonnements ionisants,
est certainement assujettie aux choix des conditions expérimentales des deux études (i.e. le
type de rongeur, le type d’irradiation et la zone intestinale considérée). Quoi qu’il en soit, ces
résultats attestent de I’importance du rdle physiopathologique des MC dans la mise en place

des lésions radio-induites.

De plus, 1’équipe d’Hauer-Jensen a mis aussi en évidence, dans des modéles d’entéropathie
radique, le role des médiateurs mastocytaires et du PAR2 dans 1’établissement

physiopathologique des Iésions radio-induites.
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Tout d’abord, I’injection répétée d’agonistes de PAR2 augmente la sévérité des 1ésions au
niveau de I’épithélium, de la musculeuse et de la séreuse d’animaux irradiés depuis 2
semaines, en comparaison aux lésions des animaux qui ont été seulement irradiés (Wang et
al., 2010). En association avec les études précédentes, ces résultats suggerent une implication
des médiateurs des MC pouvant cliver le PAR2, donc de la tryptase, dans le degré de sévérité

des lésions intestinales radio-induites observées.

De plus Wang et al., ont tout d’abord démontré que la hausse de 1’expression de PAR2
apres irradiation intestinale était moindre chez les animaux déficients en MC (Wang et al.,
2003). Or, dans la littérature il est décrit que 1’instillation intra-luminale de trypsine, capable
comme la tryptase de cliver le PAR2, favorise son activation et son expression cellulaire ainsi
que les processus inflammatoires chez la souris sauvage (Cenac et al., 2002). Les résultats
obtenus par Wang et al., en 2003 suggerent donc que les médiateurs mastocytaires, comme la
tryptase, pourraient jouer un role fondamental dans la surexpression de PAR2 ; et, avoir en

partie via ce mécanisme, une incidence sur la sévérité des lésions radio-induites.

Enfin, des protocoles expérimentaux ont été mis en place pour évaluer le rdle relatif, a la
fois des fibres nerveuses afférentes a 1’intestin, et, de leurs interactions avec les MC dans les
processus de cicatrisation pathologique radio-induits. Dans ces protocoles expérimentaux, les
fibres nerveuses afférentes TRPV1+ sont Iésées a la capsaicine avant que I’irradiation ne soit

réalisée, pour des rats sauvages ainsi que pour des rats déficients en MC.

Picard et al., ont pu démontrer, dans les jours suivant une irradiation abdominale de 10 Gy
chez des rats sauvages non lésés et 1ésés a la capsaicine, des lésions radio-induites identiques
d’un point de vue structurel. Ces dénervations n’ont eu aucune incidence sur le nombre de
MC quantifiés 1 et 3 jours apres irradiation. Cette étude souligne, en revanche, le réle
protecteur de ces fibres nerveuses dans les processus d’inflammation dans les jours suivant
I’irradiation. En effet, chez les animaux lésés, une augmentation de 1’activité myéloperoxidase
(MPQ) apparait le jour suivant I’irradiation alors que chez les animaux non lésés ce
phénomene intervient seulement 3 jours apres ’irradiation. De plus, 1 jour aprés ’irradiation,
la quantité de CGRP dans la muqueuse intestinale est diminuée chez les animaux lésés par
rapport au animaux non lésés (Picard et al., 2001a). Or, des études, menées dans des modeles

de colite induite au TNBS chez le lapin et le rat, ont démontré le role protecteur des fibres
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nerveuses sensorielles qui liberent de la CGRP (ce qui n’est pas le cas de la SP) (Reinshagen
etal., 1994, 1996, 1998).

L’ablation des fibres nerveuses, dans le modeéle d’irradiation scrotalisé de 1’intestin, a aussi
un effet néfaste sur les radiolésions 2 semaines apres irradiation mais pas réellement 26
semaines aprés l’exposition, en comparaison aux lésions intestinales observées chez des
animaux seulement irradiés. Or, la dénervation des fibres nerveuses afférentes chez les
animaux irradiés se traduit par : (i) une diminution des MCM (effet statistiquement significatif
uniquement 2 semaines apres 1’irradiation), (ii) une diminution des transcrits SP et CGRP, et
(ii1) ’absence de modification du nombre de MCTM (qui est augmenté apres irradiation). Une
corrélation peut étre faite entre I’ablation des fibres nerveuses, la diminution des MCM et
I’effet délétere des radiolésions 2 semaines apres irradiation (Wang et al., 2006b). Wang et
al., ont expérimenté le méme protocole avec des rats déficients en MC et ont démontré que la
détérioration des lésions 2 semaines aprés irradiation est en effet partiellement liée & une
modification des interactions entre les MC et les fibres nerveuses afférentes (Wang et al.,
2006b) .

Une fois de plus, le role des MC, des fibres nerveuses, ainsi que de leurs interactions sont
précisés dans un processus pathologique, en 1’occurrence 1’établissement des Iésions radio-
induites intestinales. De telles modifications physiopathologiques, dans ce contexte, sont
susceptibles d'étre impliquées dans d’autres processus, et notamment au sein des mécanismes
périphériques de I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Les modifications inflammatoires, nerveuses ainsi que l’altération de la communication
entre les cellules immunitaires et inflammatoires impactent les fonctions intestinales (cf.
partie 2).

Par ces biais, entre autre, I’irradiation de la zone abdomino-pelvienne modifie les
fonctions intestinales. Or, ces altérations fonctionnelles sont notamment étiologiquement
responsables des douleurs émanant des organes viscéraux. La partie 5.2 évoque briévement

ces considérations.
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5.2 L’altération de la motricite intestinale

L’impact de I’altération de la motricité intestinale sur I’apparition de douleurs abdominales
est le sujet traité dans cette partie. Plus précisément, nous précisons le réle physiologique des
contractions migratoires géantes (GMCs) qui peuvent, dans des conditions biologiques
particuliéres devenir des stimuli nociceptifs suscitant une douleur. Puis, les données utiles
permettant de valider le choix de 1’étude de ces paramétres dans un contexte radio-induit sont

abordées.

5.2.1 Notions générales sur les contractions migratoires géantes

La fonction de contractibilité et de motilité intestinale est décrite dans la partie 2.4.3. Les
contractions migratoires géantes (GMCs) sont des contractions d’amplitude importante et de
longues durées qui apparaissent spontanément chez les sujets sains environ 4,4 fois par jour
(Narducci et al., 1987). Elles permettent la propulsion de volumes importants de contenu
luminal (Sethi and Sarna, 1995). Les afférences mécano-sensorielles intestinales sont
stimulées par ces GMCs. En effet, lors d’'une GMC, une compression luminale de la paroi
intestinale et une distension du segment intestinal distal recevant le contenu luminal sont

observées (Sarna, 2007).

Sarna et al., dans leurs études expérimentales, menées chez le chien, ont démontré que les
GMCs stimulent: (i) les afférences sensorielles et, (ii) la mise en place d’un contrdle
inhibiteur descendant, dépendant du NO qui permet la relaxation musculaire au niveau distal
de telle sorte que, chez un sujet sain, le seuil de stimulation nociceptif des mécanorécepteurs
ne soit pas depassé. Ainsi, les GMCs, dans des conditions physiologiques, ne provoquent
donc pas de sensation douloureuse (Sarna, 2007).

5.2.2 Implication dans les mécanismes  périphériques de

I’hypersensibilité viscérale
5.2.2.1 l’altération de la motricité intestinale comme étiologie de la
douleur viscérale

Chez les patients atteints d’IBS et d’IBD, I’hypersensibilité viscérale est un facteur qui
contribue aux crampes abdominales intermittentes dont souffrent ces patients. Toutefois, ce

phénoméne a lui seul n’explique pas le caractere intermittent des crampes abdominales
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ressenties par ces patients. Une corrélation entre la présence et I’augmentation de la fréquence
des GMCs intestinales et des douleurs abdominales ressenties par ces patients a été mise en
évidence dans différentes études cliniques (Annese et al., 1997; Chey et al., 2001; Clemens et
al., 2003; Kellow and Phillips, 1987).

Dans des conditions pour lesquelles les neurones afférents entériques ou du SNC sont
sensibilisés et/ou lorsque I’inhibition descendante intestinale est altérée Sarna et al., suggeérent
d’ailleurs que les GMCs pourraient devenir des stimuli nociceptifs (Sarna, 2007). Le caractére
intermittent des crampes abdominales chez les patients atteints d’IBS et d’IBD pourrait ainsi

s’expliquer.

5.2.3 Observations dans le contexte de irradiation intestinale

Les patients qui ont subi des radiothérapies de la zone abdomino-pelvienne peuvent
souffrir d’épisodes de diarrhées et/ou de constipations a court terme (phase aigiie) mais aussi
a long terme (phase tardive). Ces complications sont attribuées a une altération de

I’épithélium, de la fonction de sécrétion et de la motilité au niveau intestinal.

Des études expérimentales signalent une modification de la contractibilité et de la motilité
intestinale successivement a une exposition du tractus abdominal aux rayonnements ionisants
dans des modéles animaux distincts (Esposito et al., 1996; Otterson et al., 1988, 1992; Picard
et al., 2001b). Otterson et al., ont notamment démontré, suite a des irradiations fractionnées
au niveau abdominal chez le chien, une augmentation de la fréquence d’apparition des GMCs
au niveau intestinal et une altération de la capacité contractile du cdlon. L’incidence
d’apparition de GMCs rétrogrades était également augmentée apres irradiation (Otterson et
al., 1988, 1992). Les auteurs suggerent clairement que les symptdmes (diarrhée, crampes
abdominales, vomissements) observés aprés une exposition intestinale aux rayonnements

ionisants étaient liés notamment a ces GMCs.

Bien que ces études aient été réalisées pour des temps relativement courts apres irradiation,
elles renseignent malgré tout sur I’altération motrice du c6lon, qui peut donc étre impliquée

dans les processus douloureux.

Ainsi, la « pelvic radiation disease » est une pathologie multi-organes, affectant notamment

les fonctions intestinales et instiguant des processus inflammatoires et des modifications
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neuroplastiques. L’étiologie des douleurs viscérales radio-induites est certainement le résultat
de I’ensemble de ces modifications biologiques. L utilisation de la thérapie cellulaire utilisant
les CSM parait totalement adaptée dans ce contexte. En effet, les CSM permettent une action
polyvalente, multi-spatiale et adaptable au contexte physiopathologique, comme cela est

explicité dans la partie 6 de ce manuscrit de these.

6 VERS L'UTILISATION DES CSM POUR MODULER L’'HYPERSENSIBILITE

VISCERALE CHRONIQUE RADIO-INDUITE ?

Alors qu’un grand nombre de stratégies thérapeutiques vise seulement au controle des
symptomes et nécessite une utilisation chronique, I’objectif de la thérapie cellulaire ou

médecine régénérative est d’induire chez les patients un processus de guérison.

Les CSM font partie des cellules souches adultes déja largement utilisées en thérapie
cellulaire, et ceci pour différentes raisons. Tout d’abord, a I’inverse des cellules souches
embryonnaires, aucune controverse éthique n’est suscitée autour de leur utilisation. Ensuite,
leur application en clinique est favorisée par leurs propriétés biologiques. Elles sont en effet
faciles a isoler ainsi qu’a a amplifier in vitro, et, possedent également des propriétés immuno-
modulatrices. Enfin, le bénéfice thérapeutique de leur utilisation dans les processus de
régénération et de modulation de I’inflammation a déja été largement démontré dans diverses

pathologies chez ’homme et dans des modeles animaux.

Dans cette partie les arguments qui permettent d’envisager I’utilisation des CSM afin de

moduler les douleurs viscérales radio-induites sont soulignés.

Pour ce faire, le contexte ainsi que les enjeux de la thérapie cellulaire sont tout d’abord
définis, puis les propriétés générales des cellules souches sont analysées. L’utilisation en
thérapie cellulaire de différents types de cellules est par la suite discutée. Les avantages de
’utilisation des CSM par rapport a d’autres types cellulaires sont ainsi mis en évidence. Pour
conclure, les arguments en faveur de I'utilisation des CSM pour moduler la douleur viscérale
radio-induite chronique sont précisés. La capacité des CSM a moduler les dommages
tissulaires, I’inflammation et les changements neuroplastiques radio-induits intestinaux est
ainsi d’abord développée. Puis, leur utilisation en tant qu’agents antinociceptifs dans le

contexte de la modulation des douleurs d’origine somatique est finalement précisée.
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6.1 La thérapie cellulaire ou médecine régénérative

6.1.1 Le principe et les objectifs de la thérapie cellulaire

L’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de sant¢ (ANSM) définit
la thérapie cellulaire et les produits de sa pratique ainsi : « a I'exception des produits sanguins
labiles, sont des produits cellulaires a finalité thérapeutique les cellules humaines utilisées a
des fins thérapeutiques... quel que soit leur niveau de transformation, y compris leurs

dérivés » (Source site de I’ANSM : http://ansm.sante.fr/Glossaire/%28filter%29/T#term_1990)/).

L’objectif de la thérapie cellulaire en clinique est donc d’utiliser les propriétés biologiques
de certains types cellulaires pour favoriser la réparation de tissus 1ésés et la restauration des
fonctions d’un organe altéré. La mise en place d’une telle stratégie permet de prévenir, limiter
ou traiter les dommages créés par une pathologie, le vieillissement ou qui apparaissent

successivement a un accident.

6.1.2 Les différents types de greffes cellulaires
De la méme maniere que pour les greffes d’organes ou de tissus, la distinction est faite
entre les greffes de cellules autologues, allogéniques et xénogéniques.

Une greffe de cellules autologues implique que le patient qui donne ses cellules et celui qui

les recoit sont une seule et méme personne.

Dans le cas d’une greffe de cellules allogéniques, le patient receveur recoit les cellules
d’un individu qui appartient a la méme espéce que lui, mais dont le patrimoine génétique est
distinct du sien.

Enfin, lors d’une greffe de cellules xénogéniques, les individus donneurs et receveurs

n’appartiennent pas a la méme espece.
6.1.3 Le choix du type de cellules : cellules souches versus cellules
différenciées
Les cellules utilisées en médecine régénérative sont des cellules souches ou des cellules

déja différentiées et fonctionnelles. En thérapie cellulaire, un nombre tres éleve de cellules a
injecter est nécessaire, et ceci indépendamment du type cellulaire transplanté. Lors de ce type
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de procédure, jusqu’a plusieurs millions de cellules par kilogramme d’individu peuvent en

effet étre utilisées (Vantyghem et al., 2009; Voswinkel et al., 2013).

De maniere générale, ’amplification des cellules différentiées en culture est souvent
délicate. Leur utilisation en thérapie cellulaire nécessite ainsi un prélévement invasif, néfaste
pour I’organe du donneur. De plus, ce type de procédure, utilisant des cellules différenciées
fonctionnelles, nécessite généralement le recours a 1’allogreffe. La nécessité de la mise en
place d’un traitement immunosuppressif lourd pour ces patients afin d’éviter le rejet des

cellules injectées est alors inévitable (Vantyghem et al., 2009).

L’utilisation de cellules souches, au regard des difficultés inhérentes a I’emploi des cellules
différenciées, en médecine régénérative, est ainsi privilégiée. Bien plus, elles posseédent de
nombreux avantages dans le cadre d’une utilisation en clinique, et un large panel de propriétés

biologiques intéressantes dans le cadre d’applications thérapeutiques multiples (cf. partie 6.2).

6.2 Les cellules souches et leur utilisation en thérapie cellulaire

Les cellules souches et plus particulierement les CSM, pour diverses raisons évoquées dans

cette partie représentent de bons candidats pour un emploi en thérapie cellulaire.

6.2.1 Les notions générales sur les cellules souches et leur role
physiologique

Les cellules souches sont des cellules immatures, définies sur la base de deux critéres
fondamentaux : leur capacité d’auto-renouvellement i.e. a se multiplier a I’identique a long
terme (théoriquement a I’infini en culture) et leur aptitude a se différencier en cellules

spécialisées et fonctionnelles (Smith, 2006).

Une distinction est classiquement faite entre les cellules souches d’origine embryonnaire et

les cellules souches dites « adultes ».

Les cellules souches embryonnaires sont vouées a disparaitre au cours du développement,
apres avoir proliféré et s’étre différenciées de maniére hautement contrdlée, pour générer
I’ensemble des cellules nécessaires a la formation d’un individu (figure 20).

En revanche, les cellules souches adultes, présentes pour certains types depuis la vie
feetale, representent un stock de cellules souches retrouvé pendant toute 1’existence d’un
individu (figure 20). Un tel maintien est rendu possible par la capacité de ces cellules souches
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adultes a s’auto-renouveler. Leur localisation est notée au sein de certains tissus dans des
zones spécifiques, appelées niches, ou elles sont dans un état de quiescence relative. Sous
I’influence de certains signaux biologiques, par le biais de division asymétrique, ces cellules
souches adultes peuvent générer des cellules souches « filles » identiques a elles-mémes, et,
aussi, d’autres cellules, engagees dans une voie de speécialisation. Ces dernieres ont une
capacité de prolifération limitée et produisent a terme des cellules différenciees avec des
fonctions spécifiques (Smith, 2006). Les cellules souches adultes permettent ainsi le maintien

de I’homéostasie tissulaire et la réparation des tissus 1ésés des organismes vivants.
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Figure 20 : Les différents types de cellules souches et leur potentialité associée (Les Echos n° 19278 du 03

Novembre 2004 « page 14).

6.2.2 Les différentes classes de cellules souches et leurs caractéristiques

biologiques spécifiques

Les cellules souches, utilisées dans le cadre d’applications cliniques, possedent des
propriétés de plasticité distinctes. De telles différences sont notamment liées au stade de
développement de l’organisme duquel elles ont été prélevées. En effet, au cours du
développement d’un individu, depuis le stade embryonnaire jusqu’a 1’age adulte, le potentiel
de différenciation des cellules souches se restreint.
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Plus précisément, c’est ce degré de plasticité qui permet la définition de différentes
populations de cellules souches présentant déja des propriétés biologiques différentes. Se
distinguent : les cellules souches totipotentes, pluripotentes, multipotentes et unipotentes
(figure 20) (Smith, 2006).

6.2.2.1 Les cellules souches totipotentes

Les cellules souches totipotentes correspondent aux cellules de I’embryon jusqu’a ce qu’il
atteigne le stade morula (2 a 8 cellules). Elles sont capables de se différencier pour former
I’ensemble des cellules constitutives des trois feuillets embryonnaires (ectoderme,
mésoderme, endoderme), mais également les cellules nécessaires au développement de

I’embryon et du feetus (comme les cellules permettant la formation du placenta).

6.2.2.2 Les cellules pluripotentes

Les cellules pluripotentes correspondent aux cellules de la masse interne du blastocyte
(pour un embryon humain de 5 a 7 jours). La différenciation de ces cellules génére 1I’ensemble
des cellules des trois feuillets embryonnaires. En revanche, elles ne sont pas capables de se
différencier en cellules des compartiments annexes de 1I’embryon. Les cellules souches
embryonnaires ou Embryonic Stem Cells (ou ES), utilisées en thérapie cellulaire sont

obtenues a partir de telles cellules.

6.2.2.3 Les cellules souches multipotentes

Les cellules souches multipotentes correspondent a divers groupes de cellules retrouvées
chez le feetus et tout au long de la vie d’un individu. Elles sont capables d’auto-
renouvellement, cependant leurs potentialités de différenciation sont restreintes. Elles
produisent seulement certains types cellulaires particuliers. Les CSM appartiennent a cette

catégorie de cellules souches.

6.2.2.4 Les cellules unipotentes

Les cellules unipotentes sont uniquement présentes au sein de certains types de tissus ou
d’organes, notamment la peau, la muqueuse intestinale et le foie. Elles proliférent a
I’identique et se différencient en un type cellulaire spécifique. Les organes, comme le ceeur et

le pancréas, qui en sont dépourvus, sont ainsi incapables de régénération suite a une lésion.
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6.2.3 Les intéréts et les difficultés de [utilisation des cellules

pluripotentes en thérapie cellulaire

Les cellules pluripotentes, issues d’embryons ou créées « artificiellement » suscitent
beaucoup d’espoirs dans le domaine de la thérapie cellulaire, mais aussi, encore beaucoup de

questionnements.

6.2.3.1 Les cellules ES

Tout d’abord, les cellules ES utilisées en thérapie cellulaire possédent des propriétés
biologiques avantageuses pour une utilisation en clinique. En effet, ces cellules peuvent
proliférer a I’infini in vitro sans perdre leur caractere pluripotent (Evans and Kaufman, 1981;
Martin, 1981). Elles constituent donc une source inépuisable de cellules disponibles et
polyvalentes, possédant un champ d’application thérapeutique vaste du fait de leur grande
plasticité.

Cependant, certains aspects rendent difficile leur utilisation thérapeutique. D’abord, leur
utilisation clinique implique, pour les patients concernes, la prise d’un traitement
immunosuppresseur. De plus, le manque de connaissances sur la régulation spécifique de leur
différenciation ainsi que leur caractere potentiellement tumorigéne affectent leur crédibilité en
tant que candidat pour une utilisation en thérapie cellulaire (Blum and Benvenisty, 2008).
Enfin, les problémes éthiques liés a la destruction d’embryons humains, requise par cette
pratique, constituent aussi un frein a leur utilisation. En France, les études nécessitant la
destruction d’embryon sont en effet interdites a quelques exceptions prés et sont strictement

contrélées par 1’agence de biomédecine.

6.2.3.2 Les cellules souches pluripotentes induites

Dans I’objectif de pallier aux problémes posés par 1’utilisation des cellules ES en médecine
régénérative, diverses stratégies de recherche, tournées vers la reprogrammation cellulaire se

sont développées.

La reprogrammation cellulaire, qui permet la transformation d’une cellule différenciée en
une cellule possédant les caractéristiques d’une cellule souche, a été originellement réalisée
par I’équipe de Yamanaka. Cette équipe a réussi en effet a obtenir des cellules possédant
I'ensemble des genes de la pluripotence a partir notamment de fibroblastes murins et humains

dans lesquels 4 facteurs de transcription Oct3/4, Sox2, Klf4, et c-Myc ont été transfectés. Ces
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cellules transformées sont appelées cellules souches pluripotentes induites ou induced
Pluripotent Stem (iPS) Cells (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007
Yamanaka, 2007). Les iPS disposent de I'intégralité des propriétés biologiques indispensables
a la définition des cellules ES, a savoir, I’auto-renouvellement a I’infini, le potentiel de se
différencier dans n’importe quel type cellulaire in vitro, et, ’aptitude a former des tératomes

in vivo (Takahashi et al., 2007).

La reprogrammation des cellules différenciées en iPS permet donc de pallier aux
problémes éthiques inhérents a I’utilisation des cellules ES. De plus, dans le cas de greffes
allogéniques, I’utilisation d’iPS faciliterait la sélection d'un donneur compatible avec le

receveur afin d’éviter le rejet de greffe.

Depuis les premiéres études réalisées au sein de 1’équipe de Yamanaka et al., la stratégie
de reprogrammation a évolué afin de restreindre le risque tumorigene des iPS. Bien que des
améliorations aient été réalisées, ces dernieres restent encore insuffisantes. Depuis 2007, le
développement des vecteurs non intégratifs a permis d’éviter les transfections virales
susceptibles de s’intégrer au génome des cellules. En outre, diverses techniques,
s’affranchissant de 1’utilisation de vecteurs viraux, ont été mises en place. Les transfections
utilisant des plasmides ou encore des nanoparticules magnétiques ont notamment été étudiées
(Lee et al., 2011; Okita et al., 2008). De plus, des techniques qui limitent le nombre de génes
transfectés (notamment les oncogénes KlIf4, and c-Myc) ont été développées. Toutefois, de
telles techniques se sont avérées étre moins efficaces, notamment en terme du rendement
d’obtention de cellules reprogrammeées (Huangfu et al., 2008; Warren et al., 2010; Zhou et al.,
2009).

Enfin, le fait que la reprogrammation totale des iPS ne soit pas actée, suscite un autre
probléme pour leur utilisation thérapeutique. En effet, rien n’atteste de la perte des

modifications épigénétiques d’une cellule aprés sa reprogrammation.

En 2013, au Japon le premier essai clinique chez I’homme utilisant des iPS autologues a
été autorisé. Les cellules de la rétine de 6 patients seront utilisées pour traiter leur pathologie
de dégénérescence maculaire liée a 1’age. L’innocuité ainsi que 1’efficacité de la technique
seront évaluées sur une durée de 3 ans. La Food and Drug Administration aux Etats-Unis
avait elle déja autoris¢é ce type d’essais cliniques, dans [’objectif de parvenir a une

régénération rétinienne chez de tels patients, avec des cellules ES dés 2011.
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6.2.4 Le choix des CSM en thérapie cellulaire

Parmi I’ensemble des essais cliniques basés sur 1’utilisation de cellules souches, ceux
réalisés avec les CSM représentent 1’une des stratégies les plus appliquées (environ 200 essais
cliniques) et une des plus abouties (en terme d’innocuité et de résultats physiologiques

obtenus).

Cette sous partie 6.2.4 permet de décrire leur découverte et roles physiologiques. Puis, les
caractéristiques de ces cellules sont données et les avantages de leur utilisation en médecine

régenérative explicités.

6.2.4.1 La découverte des CSM

Les cellules souches adultes les plus étudiées et les mieux caractérisées sont les cellules
souches multipotentes issues de la moelle osseuse : les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) et les CSM.

Les CSH sont capables de générer ’ensemble des cellules du systéme sanguin. Leurs
propriétés biologiques ont été utilisées en thérapie cellulaire dés la fin des années 1900 dans le

cadre du traitement des hémopathies malignes.

Par ailleurs, I’existence d’une autre population cellulaire de la moelle osseuse capable
d’adhérer a des supports en plastique, de former des colonies de types fibroblatsiques
(Fibroblasts Colony-Forming Unit ou CFU-f) et de se différencier en ostéoblaste in vitro a été
démontré dans les années 1970 (Friedenstein et al., 1968, 1976). Les travaux de Friedenstein
sont d’ailleurs les premiers a suggérer la présence au niveau de la moelle osseuse de cellules
souches ou progéniteurs multipotents de ce type. Dés lors, les études concernant les CSM se
sont intensifiées et leur potentiel de différenciation vers I’ensemble des lignages

mésodermique a été notamment souligné (Caplan, 1991).

Par la suite, de nombreuses études ont permis de démontrer leur présence au sein d’autres
tissus, et ont spécifié précisément leur réle physiologique ainsi que leurs propriétés

biologiques, jusqu’a en faire des candidats de choix pour la thérapie cellulaire.
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6.2.4.2 Les origines tissulaires diverses des CSM

Les CSM ne sont pas seulement présentes au niveau de la moelle osseuse, leurs origines
tissulaires sont en effet multiples. Elles ont notamment été décrites au sein de divers tissus
adultes (tissu adipeux, le muscle squelettique, la pulpe dentaire, le foie), mais aussi feetaux,
ainsi que dans le placenta, le liquide amniotique et le sang de cordon ombilical (Salem and
Thiemermann, 2010).

Leurs origines tissulaires diverses représentent pour les cliniciens un facteur d’intérét pour
leur utilisation en thérapie cellulaire. En effet, le prélevement de tissu adipeux, par exemple,
est moins invasif et permet 1’obtention d’une plus grande quantité de cellules, au regard du

prélevement de moelle osseuse.

Indépendamment de leur origine tissulaire, ces cellules possedent des propriétés
biologiques similaires qui sont a la base de la définition des CSM. Cependant certaines
particularites liées au type tissulaire d’appartenance originelle existent. Ces singularités sont a
considérer au regard du type de pathologie qu’elles sont destinées a traiter (cf. sous-partie
6.2.4.5).

6.2.4.3 Le role physiologique des CSM endogénes

Dans cette sous-partie, le rdle physiologique des CSM le plus classiquement décrit et leur
implication potentielle dans les processus de réparation tissulaire de 1’organisme dans des

conditions pathologiques sont présenteés.

Dans la moelle osseuse, ces cellules représentent un constituant de la niche
hématopoiétique et participent au soutien de I’hématopoiese. Elles régulent en effet la survie,
la prolifération et la différenciation des CSH par la production de facteurs de croissance ainsi

que de cytokines, et, permettent 1’établissement d’un tissu de soutien (Dazzi et al., 2006).

De plus, chez I’homme et le rongeur des études ont démontré la présence dans le sang de
cellules qui possédaient le méme phénotype et les mémes capacités de différenciation in vitro
que les CSM (Mansilla et al., 2006; Rochefort et al., 2006; Zvaifler et al., 2000). Dans un
modeéle de rat soumis a des conditions hypoxiques, le nombre de CSM dans le sang est
considérablement augmenté, suggerant une capacité de mobilisation de ces cellules depuis
leur niche vers le systeme sanguin (Rochefort et al., 2006). D’autres études laissent supposer
que les CSM présentes dans le sang pourraient étre recrutées dans des zones ou des tissus

lésés afin de jouer un role dans la réparation tissulaire. En effet, Mansilla et al., ont
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notamment démontré une augmentation du pourcentage de ces cellules dans le sang de
patients ayant été brllés comparativement au pourcentage détecté dans le sang de donneurs
sains. L’augmentation du pourcentage de ces cellules a d’ailleurs pu étre corrélée avec la taille
et la sévérité de la bralure observee (Mansilla et al., 2006). Les CSM endogénes seraient donc

mobilisables et pourraient participer aux processus de réparation tissulaire.

6.2.4.4 La nécessité d’'une nomenclature en adéquation avec la réalité

biologique des CSM

Differents noms ont été donnés au cours du temps aux CSM, qui ont en revanche toujours
préservé leur acronyme. Le terme de « cellules souches mésenchymateuses » est celui qui a

été popularisé par Caplan dans les années 1990 (Caplan, 1991).

Cependant, une clarification dans la terminologie appliquée a ces cellules, concernant
notamment le terme « souche » a été nécessaire. L’objectif était d’employer la terminologie la
plus adaptée a la réalité des propriétés biologiques des cellules utilisées dans les études
expérimentales comme cliniques. En effet, les CSM générées en culture par adhérence sur
des supports en plastique représentent une population hétérogene de cellules avec des
capacités d’auto-renouvellement distinctes et limitées in vitro. Bien que ces cellules soient
multipotentes, la terminologie «souche » parait donc ambigie. Dans ce cas, le terme
« multipotente » est plus adapté. La denomination de «cellule stromale multipotente
mésenchymateuse » a donc été préférée a celle de « cellule souche mésenchymateuse » par la
Société Internationale pour la Theérapie Cellulaire (ou I’International Society for Cellular

Therapy (ISCT)) (Horwitz et al., 2005), dés lors que les CSM sont mises en culture.

En ce qui concerne les autres termes employés pour leur dénomination, ils précisent leurs
caractéristiques biologiques. Le terme « stromal » se réfere au type de compartiment tissulaire
dans lequel les CSM se situent in situ, i.e. des compartiments de support stromal. Quant au
terme « mésenchymateuse », il vise a caractériser l'origine embryonnaire de ces cellules
(Horwitz et al., 2005).
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6.2.4.5 Caractéristiques des CSM en culture

Les critéres minimums pour définir les cellules stromales mésenchymateuses ou CSM en
culture ont été donnés par I’'ISCT en 2006 (Dominici et al., 2006). Les CSM sont ainsi
définies par :

e leur capacité d’adhérence a un support en plastique,

e leur capacité a acquérir une forme fibroblastique en culture,

e leur capacité a former des colonies de type fibroblatsiques (CFU-f),

e [’expression de certains marqueurs de surface (CD73, CD90 et CD105) et I’absence
d’autres, plus précisément, des marqueurs de surface des cellules hématopoiétiques
(CD34, CD45, CD19, CD11a et I' Human leukocyteantigen-DR (HLA-DR)) et,

e leur capacité a se différencier en cellules du lignage mésodermique comme les
chondrocytes, les adipocytes et les ostéoblastes in vitro dans des conditions de

culture adaptées.

L'ensemble des CSM en culture, indépendamment du tissu dans lequel elles ont été
prélevées, possedent ces propriétés biologiques. Mais encore une fois, les diverses
populations cellulaires d’origine tissulaire distincte ne sont pas strictement identiques. En
effet, une variabilité dans leur aptitude a proliférer, a se différencier, ainsi que dans leur
phénotype a pu étre mise en évidence (Al-Nbaheen et al., 2013; Bieback et al., 2008). Bien
plus, le bénéfice thérapeutique des CSM varie en fonction de leur origine tissulaire et de
maniére différente suivant I’effet thérapeutique biologique recherché (Elman et al., 2014; Kim
etal., 2007).

En clinique, au dela du facteur d’« accessibilité » et de la quantité de cellules obtenues, le

choix du type de prélévement doit étre assujetti a la pathologie a traiter.

6.2.4.6 Les propriétés biologiques des CSM qui favorisent leur utilisation

thérapeutique

Un certain nombre de caractéristiques et de propriétés biologiques impose les CSM comme
des candidats d’intérét majeur pour les applications de thérapie cellulaire. Certaines études en
attestant sont évoquées dans cette partie 6.2.4.6. Les résultats de ces études ont été obtenus
pour des CSM mises en culture ou suite a leur injection chez I’homme ou dans des modeles

animaux.
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a) Le homing des CSM exogenes

De nombreuses études dans différents modeles animaux démontrent que les CSM injectées

par voie intraveineuse (i.v.) migrent préférentiellement vers les tissus Iésés et /ou enflammes.

Ce phénomene de "homing" a notamment été mis en évidence par notre groupe chez des
animaux irradiés et injectés. Tout d’abord, des CSM humaines, injectées a des souris
immuno-déficientes aprés leur irradiation, ont pu étre retrouvées au sein des tissus irradiés et
léses (intestin, foie et rate) (Francois et al., 2006; Sémont et al., 2006, 2010). La migration
puis I’intégration des CSM au niveau des tissus endommagés suite a une irradiation a aussi €té
observée dans des modeles d’animaux immunocompétents. Dans un modéle de radiolésion
multi-organes chez le primate non humain irradié, les CSM injectées (en co-greffe avec des
CSH) sont retrouvées au niveau des sites Iésionnels 82 jours aprés leur injection (Chapel et
al., 2003). De facon similaire, des CSM allogéniques sont retrouvées au niveau de la sous-
mugqueuse et de la séreuse du c6lon lésé une semaine aprés leur injection dans un modéle

d’ulcération colorectale radio-induit chez le rat (Semont et al., 2013).

Le "homing" des CSM vers les sites d’inflammation est li¢ au fait qu’elles expriment a leur
surface :

e des récepteurs aux chimiokines (CCR1, CCR2, CCR7, CCR9, CXCR1, CXCR2,

CXCR4, CXCR5, CXCR®6) (Honczarenko et al., 2006; Ringe et al., 2007),

e des molécules d’adhésion comme des intégrines (al, a2, a3, a5, a6, avPp3, avps, B1,
B3, B4) et des immunoglobulines (ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1) (Conget and
Minguell, 1999; Majumdar et al., 2003) et,

e des métalloprotéinases.

Le réle de ces molécules dans le processus de "homing" des leucocytes et des CSH a
largement été décrit. Les grandes étapes qui peuvent se distinguer sont: (i) pour le
déclenchement de la migration suite a un stimulus inflammatoire, (ii) pour la migration et
I’adhésion a la matrice extracellulaire et aux cellules endothéliales, et (iii) pour 1’extravasion

des cellules du vaisseau vers le tissu.

Concernant le "homing" des CSM, le Stromal derived Factor 1 (SDF-1 ou CXCL12) et
son recepteur CXCR4 semble avoir un role déterminant.

Dans des modeles de rongeur d’infarctus du myocarde et de lésions ischémiques du

cerveau, notamment, 1’implication du SDF-1 et de son récepteur CXCR4 dans les
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phénomenes de « homing » des CSM, injectées par voie i.v, a été démontrée. En effet, dans ce
cadre, I'utilisation d’antagonistes de CXCR4 a permis de démontrer I’implication au moins
partielle de SDF-1 et de son récepteur dans le homing de ces CSM (Abbott et al., 2004; Wang
et al., 2008). Plus précisément, Li et al., ont démontré que 1’augmentation du NO favorisait la
surexpression de SDF-1, dans le cas d’une ischémie du myocarde et, par ce biais, la migration
des CSM (Li et al., 2009). Pour finir, Wynn et al., ont aussi démontré que I’expression de
CXCR4 par les CSM ¢était primordiale dans leur capacit¢ d’adhésion aux cellules
endotheéliales (Wynn et al., 2004).

b) Les propriétés immuno-modulatrices des CSM

La modulation de la réponse immunitaire innée et adaptative par les CSM a été décrite
dans des études expérimentales menées surtout in vitro, mais aussi in vivo. Ces propriétés
immuno-modulatrices des CSM représentent d’ailleurs un argument majeur pour leur

utilisation en clinique.

Leur faible immunogénicité favorise leur utilisation dans des conditions de greffes
allogéniques. En effet, diverses études ont démontré que les CSM sont susceptibles
d’échapper a la surveillance immunitaire, attestant ainsi de leur faible caractére immunogeéne.
Les CSM expriment le complexe majeur d'histocompatibilité de classe 1 ou CMH 1, et le
CMH 11 seulement suite a une stimulation a ’interféron-y. En revanche, elles n’expriment pas
les molécules de co-stimulation ni le CD40, le CD80 et le CD86 (Tse et al., 2003). De plus,
des études ont démontré in vitro qu’elles inhibent la prolifération des lymphocytes
allogéniques avec lesquelles elles ont été mises en culture (Tse et al., 2003). Cependant, bien
que dans des modeles animaux immunodéprimés, leur injection soit bien tolérée, des rejets de
greffes allogéniques ou xénogéniques ont néanmoins été observés dans quelques études
utilisant des modeéles animaux immunocompétents (Djouad et al., 2005; Eliopoulos et al.,
2005; Grinnemo et al., 2004; Nauta et al., 2006). Ainsi, malgré le faible caractére
immunogéne des CSM, le risque de rejet, lors de leur utilisation dans un contexte allogénique,

ne peut pas étre totalement écarté.

Cependant, leurs propriétés immuno-suppressives ont déja été utilisées en clinique afin de
moduler les états inflammatoires de diverses pathologies (Sun et al., 2010; Von Bonin et al.,
2009), notamment de maladies inflammatoires intestinales (exemple dans le cas de la CD
(Dryden, 2009)). Bien que les mécanismes qui conferent aux CSM de telles propriétés
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immuno-suppressives ne soient pas encore totalement élucidés, une action inhibitrice sur la
fonctionnalité de diverses cellules immunitaires (les lymphocytes T et B, les cellules
dendritiques ainsi que les natural Killer) leur est conférée (Larghero et al., 2009). A titre
d’exemple, I’étude de Rasmusson et al., a démontré que les CSM sont capables d’inhiber la
formation de lymphocytes T cytotoxiques (Rasmusson et al., 2003). De maniere schématique
et non exhaustive, la figure 21 présente les capacités immuno-modulatrices des CSM et

certains des mécanismes qui sont associés a leurs actions.

CsM
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Figure 21 : Immunomodulation induite par les CSM in vitro.TGF-B : transforming growth factor beta ;
PGE2 : prostaglandine E2 ; IDO : indolamine 2,3-dioxygenase; HGF : hepathocyte growth factor;
IFN-y : interferon gamma; TNF-a : tumor necrosis factor alpha; M-CSF : macrophage-colony stimulating

factor; IL-6 : interleukin 6; IL-12 : interleukin 12 (Larghero et al., 2009).

c¢) Modes d’action

Le potentiel thérapeutique des CSM pourrait s’expliquer par la capacité de ces cellules a se
différencier au niveau des sites lésés. Ce mode d’action des CSM reste néanmoins
controversé. La communauté scientifigue envisage que leur action bénéfique soit
principalement dépendante de leurs sécrétions paracrines. En effet, au- dela de la libération de
substances biologiques favorisant les processus immuno-modulateurs, les CSM libérent une
large gamme de biomolécules impliquées dans de nombreux phénoménes physiologiques et

qui favorisent ainsi la régénération tissulaire.
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Les propriétés de différenciation voire de trans-différenciation des CSM

Un grand nombre d’études ont ¢été réalisées afin de déterminer la capacité de

différenciation et méme de trans-différenciation des CSM in vitro mais également in vivo.

Remarque : Ici, j’évoquerai leur plasticité ou leur différenciation plutot que leur potentiel de
trans-différenciation. En effet, la trans-différenciation d’une cellule signifie : (i) qu’elle est
capable de se différencier complétement, d’un point de vue phénotypique et fonctionnel, en
une cellule d’un autre lignage, et, (ii) que le processus biologique a I’origine de ce phénomene
n’implique pas d’étape de dédifférenciation. Cependant, ces deux points (i) et (ii) ne sont pas
validés dans les études menées a ce sujet sur les CSM.

Dans des conditions de culture adéquates, les CSM sont capables de se différencier en
adipocytes, en ostéoblastes, en chondrocytes, en myoblastes mais aussi en fibroblastes
(Pittenger et al., 1999).

De plus, les CSM ne sont pas seulement capables de se différencier en cellules du lignage
mésodermique mais également en cellules qui dérivent de I’ectoderme et de 1’endoderme
(Uccelli et al., 2008; Zhang, 2013). En effet, des études expérimentales in vitro ont démontré,
dans des conditions de cultures particuliéres et adaptées, que les CSM peuvent acqueérir des
caractéristiques phénotypiques et des propriétés biologiques de neurones (Choong et al., 2007;
Jori et al., 2005; Long et al., 2005; Trzaska and Rameshwar, 2011; Zhang, 2013), d’astrocytes
(Bahat-Stroomza et al., 2009), de cardiomyocytes (Tokcaer-Keskin et al., 2009), de cellules
endothéliales (Janeczek Portalska et al., 2012) et de cellules musculaires lisses (Espagnolle et
al., 2014; Gong and Niklason, 2011; Kinner et al., 2002; Park et al., 2013; Wang et al.,
2006c). Dans I’étude de Wang et al., le potentiel de différenciation des CSM de rats en
cellules « cardiomyocyte-like » ou cellule « musculaire lisse-like », dans leurs conditions
expérimentales, nécessite le contact entre ces CSM avec des cardiomyocite ou des cellules

musculaires lisses (Wang et al., 2006c¢).

Cependant, in vivo, alors que la capacité des CSM a se différencier en cellules du lignage
ostéoblastique et chondrocytaire (Zhang, 2013) est clairement admise, leur potentiel de

différenciation vers d’autres lignages cellulaires reste toutefois controverse.

Des études expérimentales ont cependant démontré 1’aptitude de CSM injectées dans des

modeéles animaux a acquérir des caractéristiques biologiques de cellules d’autres lignages
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cellulaires. Un telle plasticité a été indiquée notamment lorsque des CSM murines injectées
chez des souriceaux ont été retrouvées au niveau du ventricule latéral de leur cerveau avec un
phénotype astrocytaire ainsi que probablement neuronal (Kopen et al., 1999). De plus,
I’injection locale de CSM allogénique ou xénogeénique dans des modeéles animaux distincts
d’infarctus du myocarde a notamment permis de démontrer leur capacité de différenciation en

cellules possédant un phénotype cardiomyocytaire (Quevedo et al., 2009; Toma et al., 2002).

Les controverses qui existent autour de ces études découlent tout d’abord de la
caractérisation phénotypique méme des cellules qui auraient subi une telle différenciation. Par
exemple, les marqueurs utilisés pour la caractérisation phénotypique des cellules
« cardiomyocite-like » de 1’étude de Toma et al., sont discutables. De plus, il est l1égitime de
se demander si le seul changement phénotypique in vivo est un facteur suffisant pour
considérer « réel » ou completement abouti ce type de phénoméne plastique. En effet, a notre
connaissance, aucune étude expérimentale menée in vivo n’atteste de la fonctionnalité de ces

cellules dites « différenciées ».

L’effet paracrine des CSM

Un grand nombre d’études expérimentales ont d'ores et déja démontré le potentiel
thérapeutique de I’injection systémique de CSM. Or, les CSM injectées par voie i.v. sont
majoritairement retenues au niveau des poumons, difficilement détectées au sein des tissus
cibles, et, leur différenciation in vivo en cellules matures fonctionnelles est faible ainsi que
controversée. La communauté scientifique s’accorde ainsi a penser, depuis plusieurs années,
que les CSM exercent leur effet biologique bénéfique via des sécrétions paracrines plutdt que
par leur capacité de différenciation in vivo.

Les CSM sont en effet capables de sécréter in vitro des molécules bioactives qui possédent
des propriétés biologiques favorisant les processus (Da Silva Meirelles et al., 2009) (figure
22) :

(1) ¢’ immuno-modulation, mais aussi

(i) anti-apoptotique,

(iii) pro-angiogénique,

(iv) de support et d’aide a la différenciation des cellules souches ou progéniteurs

endogenes,

(v) anti-fibrosant, et,

(vi) chémoattractant.
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Les différentes molécules (facteurs de croissance, cytokines, chémokines) impliquées dans
ces processus, comme le VEGF ou facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (ou
Vascular endothelial growth factor), le NGF et le SDF1, sont citées de maniere non

exhaustive dans la figure 22.
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Figure 22 : Effet paracrine des CSM in vitro (Da Silva Meirelles et al., 2009).

Bien plus, les facteurs trophiques paracrines présentés dans la figure 22 ont aussi été
démontrés comme étant impliqués dans 1’effet thérapeutique des CSM in vivo. En effet, une
variété importante de molécules est susceptible d’étre sécrétée par les CSM in vivo, et ceci, en
fonction du microenvironnement dans lequel elles se trouvent. Cet effet paracrine transitoire
module la composition moléculaire de 1’environnement favorisant la régénération ainsi que la
réparation fonctionnelle de I’organe ou du tissue lésé. Par le biais de telles sécrétions, les
CSM jouent un role dans les phénomeénes de neuro-protection, de régénération tissulaire ainsi

que dans la modulation de I’inflammation (Baraniak and McDevitt, 2010).
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6.2.4.7 L'innocuité des CSM en clinique

Toute stratégie thérapeutique nécessite 1’évaluation des effets secondaires potentiellement
engendres par sa mise en place. L’utilisation de cellules souches, non différenciées, amplifiées
in vitro, en tant que produit de thérapie cellulaire pose la question de leur potentiel

tumorigene, successivement a leur injection in vivo.

Les résultats des etudes expérimentales menées sur les CSM a ce sujet sont controverses.
Leur caractére pro ou anti-tumoral dépendrait ainsi des paramétres expérimentaux des études
considérées : les conditions de cultures, 1’origine des cellules injectées, le type de modéle, le
moment ou elles son introduites dans I’environnement tumorale, le type d’injection, la dose de
cellules injectées, etc (Klopp et al., 2011). Le manque de standardisation de ces procédures

expérimentales rend complexe leur interprétation.

Cependant, Tarte et al., ont démontré que lorsque les CSM humaines sont cultivées dans
des conditions différentes de grade clinique, elles arrétent de proliférer progressivement puis
rentrent en sénescence sans qu’aucun phénoméne de cancérisation ne soit observé in vitro.
Dans certaines cultures, une aneuploidie a cependant été décrite. Ce phénomene marginal
n’est pas lié aux conditions de cultures, mais seraient dépendant du donneur. En outre, lorsque
les cellules ainsi cultivées sont injectées par voie i.v. dans des souris immunodéficiences,
préalablement soumises a une dose sublétale d’irradiation, aucune transformation n’a été

détectée (Tarte et al., 2010)

De plus, les essais cliniqgues menés depuis une vingtaine d’années avec des CSM ont
démontré I'innocuité de ce type de traitement, sans survenue d’effets secondaires ou de

développement de cancer chez les patients traités pour diverse pathologies.

Cette partie bibliographique souligne de fait I’intérét de ’utilisation, des CSM en thérapie

cellulaire, et ceci, dans un domaine d’application large.

6.3 Les arguments en faveur de l'utilisation des CSM pour moduler

I'hypersensibilité viscérale radio-induite

Les propriétés biologiques des CSM ont favorisé leur utilisation dans de nombreux essais
cliniques. Leur bénefice thérapeutique a été/est en cours d’évaluation dans le traitement de

diverses pathologies, comme la réaction de 1’hdte contre le greffon (GVHD), les maladies
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inflammatoires du tube digestif, I’infarctus du myocarde et les maladies neurodégéneratives
(Dryden, 2009; Joyce et al., 2010; Le Blanc et al., 2008; Mazo et al., 2012; Sun et al., 2010;
Von Bonin et al., 2009; Voswinkel et al., 2013).

L’objectif de cette partie 6.3 n’est pas tant de faire un liste exhaustive de tous les effets
thérapeutiques bénéfiques des CSM, mais de mettre en évidence les arguments en faveur de

leur utilisation afin de moduler la douleur viscérale radio-induite.

Dans un premier temps, 1’effet biologique des CSM sur les dommages radio-induits au
niveau abdomino-pelvien est abordé. Puis, 1’effet antinociceptif des CSM dans des modeles

de douleur neuropathique chez les rongeurs est décrit.

6.3.1 Les bénéfices thérapeutiques des CSM sur les altérations

biologiques radio-induites abdomino- pelviennes

Dans le contexte pathologique créé par I’irradiation des organes de la zone abdomino-
pelvienne, de nombreuses études expérimentales démontrent que I’injection systémique de
CSM permet de: (i) favoriser la réparation tissulaire, (ii) moduler les processus
inflammatoires, (iii) protéger les structures neuronales ou de favoriser la neurogénese, (iv)

rétablir au moins en partie les fonctions organiques, et, (v) améliorer la survie des animaux.

6.3.1.1 Laréparation tissulaire

Les CSM sont capables, dans divers modeles animaux, de limiter 1’apparition ou la

progression de lésions radio-induites.

Tout d’abord, le rdle des CSM humaines sur la réparation tissulaire a notamment été mis
en évidence dans un modele de souris immunotolérantes NOD /SCID, irradiées au niveau
abdominal a la dose de 8,5 Gy. Plus précisément, dans ce modele une atrophie épithéliale est
observée trois jours aprés l’irradiation. L’apparition d’une telle 1ésion chez les animaux
irradiés a pu étre prévenue lorsque 5 millions de CSM humaines ont été injectées par voie i.v.,
24 heures aprés I’irradiation (Semont et al., 2006, 2010). Les auteurs démontent que le
maintien de I’homéostasie cellulaire et tissulaire est notamment lié & la combinaison de deux
phénomenes majeurs initiés et/ou amplifiés par les CSM. D’une part, I’intégrité intestinale est
rétablie par la capacité que possedent les CSM a stimuler le processus de prolifération
endogene qui débute apres 1’irradiation (a ces doses d’irradiation). D'autre part, les CSM, en

favorisant I’inhibition de 1’apoptose des cellules épithéliales (particulierement dans le
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compartiment progéniteur/souche de I’intestin gréle), permettent d’obtenir un réel bénéfice
sur la lésion (Sémont et al., 2006, 2010). Chang et al., ont indiqué de maniere similaire le
potentiel de telles cellules humaines, originaires du tissu adipeux, les « adipose-derived stem
cells » (ADSC) dans un modéle de lésion radio-induite intestinale chez le rat aprés qu’elles
aient été injectées par voie i.p. . Les auteurs démontrent aussi dans cette étude que le maintien
de I’homéostasie tissulaire épithéliale est notamment lié & une prolifération accrue de cellules
de la crypte mais aussi a une présence plus importante des ISC intestinales chez les animaux
traités (Chang et al., 2013).

Par ailleurs, I’injection par voie i.v. de 5 millions de CSM allogéniques, aprés 1’exposition
aux rayonnements ionisants de la zone colorectale chez le rat, permet de minimiser les
altérations lésionnelles radio-induites irréversibles observées chez ces animaux. Le score de
Iésion épithélial est en effet diminué, 1 et 2 semaines aprés 1’injection, et ce, en comparaison a
celui obtenu pour des animaux qui n’ont pas été traités aux mémes temps (Sémont et al.,
2013). Le rétablissement du pool de cellules SOX9+, la prolifération des cellules de la crypte
ainsi que les phénomeénes de crypte branching sont autant de mécanismes soulignés pour
expliquer le bénéfice thérapeutique observé suite a I’injection des CSM chez les animaux
irradiés. Dans cette étude, le processus de régénération épithéliale est notamment lié a une
augmentation de la sécrétion du facteur Wnt4 par les cellules épithéliales chez les animaux
traités (Sémont et al., 2013).

De plus, dans ce modele d’étude, I’injection itérative de CSM allogéniques, a partir de trois
semaines apres irradiation, i .e. quand des Iésions sont déja établies, permet la diminution de
certains dommages tissulaires radio-induits. En effet, les dommages muqueux, musculaires et
vasculaires observés a long terme sont moindres pour les animaux ayant été traités (Sémont et
al., 2013).

Enfin, dans un modéle préclinique de « proctitis » radio-induite chez le « mini-pig »,
I’injection itérative par voie i.v. de CSM autologues permet de minimiser la lésion

fibrotique, notamment avec réduction du dép6t de collagene et de I’expression de
colla2/col3al (Linard et al., 2013).
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6.3.1.2 La modulation de lI'inflammation radio-induite

Le potentiel immuno-modulateur des CSM dans des modéles mimant diverses pathologies
a été largement étudié. En revanche, peu de données existent sur la modulation de

I’inflammation radio-induite.

Tout d’abord, dans le modéle d’ulcération colorectale radio-induite chez le rat, le bénéfice
de I’injection préventive de CSM sur I’inflammation innée et adaptive radio-induite a été
étudié, et ceci, 3 semaines aprés irradiation. Dans ce contexte aucune modulation de
I’inflammation innée, par les CSM, n’a pu étre mise en évidence. En revanche, la modulation
par les CSM, de I’inflammation adaptative a ét¢ démontrée et caractérisée. L’injection de
CSM se traduit par la réduction du nombre de lymphocytes T dans la muqueuse colique, et ce,
jusqu’a des niveaux controls. En outre, ce phénomene est associé a une diminution de leur état
d’activation ainsi qu’a 1’augmentation de la mort par apoptose des lymphocytes CD8+
activés. Dans ces conditions expérimentales, I’action des CSM peut étre corrélée a une

stimulation de la synthése des glucocorticoides endogenes (Bessout et al., 2013).

Ensuite, 1’étude de Chang et al., indique une diminution de I’inflammation, notamment
innée, radio-induite dans I’intestin, et ceci, 10 jours aprés l’injection d’ADSC humaines

(Chang et al., 2013).

Enfin, dans un modéle préclinique de « mini-pig », I’injection itérative de CSM permet de
réduire I’expression de cytokine pro-inflammatoires, d’augmenter 1’expression de I’'IL10 et de
diminuer le recrutement des macrophages au niveau de la muqueuse rectale (Linard et al.,
2013).

Bien que les modeéles animaux et les modes opératoires de ces études soient distincts, les
CSM (d’origines diverses) semblent avoir un effet sur la modulation de I’inflammation radio-

induite de type innée et adaptative.

6.3.1.3 Larégénération neuronale

Les CSM semblent également jouer un rdle dans la neuroprotection ou la régénération
neuronale suite a I’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants. En effet, dans un
modeéle de rat soumis a une irradiation fractionnée de la prostate, une lésion des nerfs
caverneux qui expriment la nNOS a été mise en évidence. L’injection unique par voie i.v. de 1
million d’ADSC permet la régenération partielle de ces fibres nerveuses caverneuses
exprimant la nNOS (Qiu et al., 2012).
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6.3.1.4 Le rétablissement de la fonction organique

Dans certaines études citées précédemment, le bénéfice thérapeutique de 1’injection de

CSM sur le fonctionnement de 1’organe cible est aussi observé.

Dans le modéle d’irradiation abdominale (8 ,5 Gy) chez la souris NOD/SCID, la capacité
d’absorption et de sécrétion de 1’épithélium intestinal est restaurée chez les animaux ayant

recu une injection de CSM (Sémont et al., 2010).

Parallélement, le réle protecteur joue par la barriere intestinale, qui a été altérée suite a
I’irradiation, est partiellement rétabli chez les animaux irradiés ayant regu un traitement par
CSM. La régenération épithéliale intestinale (Sémont et al., 2010, 2013), ainsi que le
rétablissement de I’expression des protéines de jonctions adhérentes (B-caténine) au niveau de
la muqueuse colique (Sémont et al., 2013), aprés a I’injection de CSM en attestent. Par ce
biais, une limitation des agressions en provenance de la lumiére intestinale chez les animaux

irradiés et traités par rapport a des animaux irradies est suggérée.

Enfin, I’injection unique d’ADSC dans un modé¢le d’irradiation fractionnée de la prostate

permet de rétablir I’activité érectile chez les animaux traités (Qiu et al., 2012).

6.3.1.5 Vers une survie améliorée des animaux

Suite a une irradiation de la zone abdomino-pelvienne, les multiples bénéfices liés a
I’action biologique des CSM injectées expliquent I’augmentation de la durée de vie des
animaux irradiés et traités, en comparaison avec les animaux non traités (Chang et al., 2013;
Sémont et al., 2010, 2013).

L’origine de la douleur peut étre inflammatoire et/ou neuropathique. Or, les CSM
modulent I’inflammation radio-induite et peuvent agir sur la régenération des fibres nerveuses
suite & une irradiation abdomino-pelvienne. De plus, I’hypersensibilité viscérale est souvent
favorisée ou correlée a un dysfonctionnement de 1’organe, comme par exemple 1’altération de
la barriere épithéliale et de la permeabilité intestinale. Les CSM sont capables de restaurer, au
moins partiellement, ces deux fonctions intestinales, altérées suite a 1’exposition de I’intestin
aux rayonnements ionisants. Dés lors, 1’action thérapeutique polyvalente des CSM suggere
qu’elles pourraient aussi jouer un role dans la modulation de la douleur viscérale radio-

induite.
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6.3.2 L’utilisation des CSM comme agent antinociceptif

Lors d’études cliniques, 1’effet potentiellement analgésique des CSM est souvent évoqué,
comme par exemple dans 1’étude de Ringdén et al., (Ringdén et al., 2007). Plus
particulierement, I’injection compassionnelle locale de CSM a permis une atténuation de la
douleur de patients souffrant de bralures radiologiques accidentelles (Tamarat et al., 2012).

L’effet antalgique des CSM décrit par les patients suscite de nouveaux espoirs autour de

leur utilisation thérapeutique, surtout dans le cas de douleurs dites « rebelles ».

Ces observations sont renforcées par certaines études expérimentales, publiées ces

dernieres années, et, qui sont abordées dans cette sous-partie 6.3.2.

6.3.2.1 Injection intrathécale

Tout d’abord, dans des modeles murins soumis a une lésion nerveuse, |’injection

intrathécale de CSM, permet de réduire la douleur neuropathique.

Un tel effet a déja été démontré dans un modele de douleur neuropathique, induit par la
ligature du nerf sciatique chez le rat. L’apparition d’une allodynie thermique et mécanique des
3 jours et qui perdure jusqu’a 56 jours aprés 1’opération a été observée chez les animaux.
Cependant, I’injection intra-ganglionaire ipsilatérale de CSM allogéniques, apres la ligature
nerveuse, a permis de prévenir I’apparition de 1’allodynie mécanique et de diminuer la
réponse aux stimuli froids, trois jours aprés la lésion. Chez les rats opérés et traités par CSM,
de telles observations sont faites jusqu’a la fin de 1I’expérimentation. En revanche, lorsque le
méme type de protocole est utilisé avec des cellules non adhérentes mononuclées de la
moelle osseuse, un tel effet antinociceptif ne peut étre observé (Musolino et al., 2007). Dans
cette étude, les mécanismes d’action sous-tendant 1’effet des CSM ne sont pas explicités. De
plus, aucune donnée n’est fournie sur 1’évolution de 1’état de la 1ésion nerveuse chez ces
animaux, qu’ils aient ou pas regu le traitement. L’effet biologique des CSM pourrait ainsi étre
exclusivement antinociceptif et/ou lié a une action immuno-modulatrice ou neuro-réparatrice
des cellules, dirigées vers le site lésionnel. En effet, les CSM sont injectées juste aprés
I’établissement de la lésion nerveuse i.e. avant ou juste au commencement de 1’apparition de
la douleur. Il est donc légitime de se demander si I’absence d’apparition des symptomes
douloureux chez ces animaux traités n’est pas le fait d’autres propriétés biologiques des CSM,

comme leur capacité régénérative.
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Ensuite, I’effet antinociceptif des CSM a aussi été étudie dans un modele de Iésions du nerf
sciatique chez la souris. Dans ce modéle une allodynie mécanique et une hyperalgie
thermique sont observées de 7 a 21 jours apres 1’opération. Dans cette étude, 1’injection dans
le ventricule cérébral de CSM, d’origine humaine, a été réalisée 4 jours apres que les Iésions
nerveuses aient été effectuées. Une réduction de ’allodynie mécanique et de 1’hyperalgie
thermique ont pu étre mises en évidence dés 10 jours apres la chirurgie chez les animaux
traités (Siniscalco et al., 2010). Cette étude démontre la capacité des CSM a moduler une
douleur neuropathique déja établie, ceci six jours apres leur injection. En outre, cet effet
perdure dans le temps. Une modification du contexte inflammatoire et une diminution de
I’activation microgliale et astrocytaire au niveau du cortex préfrontal sont les mécanismes mis
en avant pour expliquer ce processus antinociceptif induit par les CSM (Siniscalco et al.,
2010).

6.3.2.2 Injection systémique

Le bénéfice de I’injection par voie systémique de CSM sur la douleur neuropathique dans

des modeéles de rongeurs a également été évalue.

Dans un modele de constriction du nerf sciatique chez le rat, pour lequel une allodynie
mécanique et une hyperalgie thermique apparaissaient 5 jours aprés I’opération, Klass et al.,
ont évalué le bénéfice antalgique de cellules mononuclées de moelle osseuse. L’injection a été
réalisée par voie i.v., juste apres la chirurgie, et a permis de mettre en évidence la disparition
des réponses douloureuses 10 jours apres la chirurgie, chez les animaux traités (Klass et al.,
2007). Dans cette é¢tude deux aspects peuvent étre spécifiquement discutés. D’une part, 1’effet
unique des CSM dans ce processus observé n’est pas prouvé. En effet, dans ce contexte
expérimental, un bénéfice des cellules non adhérentes mononuclée de la moelle osseuse ne
peut étre totalement exclu. D’autre part, 10 jours apres la chirurgie, aucune différence
morphologique ni de dégénérescence nerveuse ne sont mises en évidence au site de lésion,
entre les animaux neuropathiques traités au PBS et ceux traités avec les cellules (Klass et al.,
2007). Ces résultats suggerent ainsi plutét un effet antinociceptif que neuroprotecteur ou

réparateur des cellules injectées en préventif.

Ensuite, Sciniscalo et al.,, dans le méme modéle d’étude que celui de leur étude de 2010,
démontrent qu’une injection par voie i.v. de CSM humaines, quatre jours aprés avoir pratiqué
I’acte chirurgical, permet la réduction de la réponse nociceptive aux stimulations mécaniques

et thermiques. Ce phénomene a été décrit sept jours apres 1’injection et a perduré tout au long
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de 1’étude (Siniscalco et al., 2011). Dans cet article, les CSM humaines sont détecteées au
niveau du poumon, du nerf sciatique, du cortex pré-frontal mais surtout au niveau de la moelle
épiniére des souris neuropathiques, 26 jours apres leur injection. Pour ce temps d’étude, au
niveau de la moelle épiniére, une diminution des cytokines pro-inflammatoires (IL1, IL17),
une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (IL10) ainsi qu’un "shift" phénotypique
des macrophages de M1 vers M2 sont observés ; en comparant les animaux neuropathiques
ayant regu des cellules et ceux ayant recu du PBS (Siniscalco et al., 2011). Cette modulation
du contexte inflammatoire au niveau du systéeme nerveux central favoriserait ainsi le maintien

de I’effet antinociceptif des CSM a long terme.

Enfin, le bénéfice de I’injection de CSM par voie i.v. sur I’hypersensibilité mécanique dans
un modele de douleur neuropathique chez des rats soumis a des lésions du nerf facial a aussi
été démontré. Cet effet antinociceptif est conservé quelque soit le moment de 1’injection aprés
la lésion (Guo et al., 2011). Ceci suggére que les CSM possédent une réelle capacité a
moduler les douleurs chroniques. En outre, 1’effet anti-nociceptif perdure dans le temps, au
moins jusqu’a 22 semaines apres 1 seule injection. Les auteurs ont mis en avant la capacité
des CSM a agir apres leur injection en modulant, d’une part le systéme opioidergique
périphérique au cours des 3 premiéres semaines, et, d’autre part en modifiant le systéeme

opioidergique central pendant plusieurs mois (Guo et al., 2011).

Un argument supplémentaire en faveur de 1’utilisation thérapeutique des CSM afin de

moduler les douleurs viscérales radio-induites est présenté dans la partie suivante.

6.3.3 Le cas de ’accident d’Epinal

Le bénéfice thérapeutique des CSM sur les complications gastro-intestinales radio-induites
n’a, & notre connaissance, encore jamais fait 1’objet d’études cliniques. Cependant, 3 des 24
patients atteints d’adénocarcinome de la prostate, traités par radiothérapie a Epinal, et ayant
subi un surdosage d'environ 20 % de leur traitement (Peiffert et al., 2007) ont recu des
injections de CSM a titre compassionnel. Voswinkel et al., ont récemment publié les résultats
de cette étude. Une réduction des diarrhées, des hémorragies et des fistules associées a une
diminution de 1’activation des lymphocytes T et une hausse du nombre de lymphocytes T
régulateurs sont notamment mises en évidence (Voswinkel et al., 2013). De plus, pour ces

patients traités par CSM une diminution transitoire, pouvant aller jusqu’a quelques mois, de
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leur douleur a ainsi été soulignée. Un de ces patients a méme pu arréter son traitement

analgésique opioidergiques pendant cette période (Voswinkel et al., 2013).

Cette partie 6 permet ainsi de fournir I’argumentaire pour 1’évaluation de la potentialité des

CSM a moduler la douleur viscérale radio-induite.
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La mise en place de stratégies thérapeutiques adaptées au traitement de la « pelvic
radiation disease », définie comme une pathologie multi-organes affectant particuliérement

I’intestin, constitue un enjeu majeur en termes de santé publique.

Les symptomes gastro-intestinaux cliniques de tels patients et d’individus atteints d’IBS ou
d’IBD sont relativement similaires. En outre, les mécanismes biologiques sous-tendant les
symptdmes de I’IBS et de I’'IBD ont déja fait I’objet de nombreuses études. Néanmoins, un
méme symptbme peut traduire des desordres physiologiques distincts. La stratégie
thérapeutique a appliquer differe ainsi selon son étiologie. Une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires et cellulaires, a ’origine des symptémes gastro-intestinaux radio-
induits, est donc indispensable pour une prise en charge thérapeutique optimale des

« survivants au cancer » de la zone pelvienne.

Dans ce contexte, depuis environ dix ans, les dommages radio-induits intestinaux font
I’objet d’études expérimentales au sein du LR2l. Parmi les complications de la « pelvic
radiation disease », la douleur viscérale radio-induite n’avait jusqu’a présent fait 1’objet

d’aucune étude expérimentale.

L’efficacité thérapeutique des CSM, déja démontré dans diverses conditions
pathologiques, a orienté le choix du LR2I dans 1’évaluation d’une telle stratégie thérapeutique
dans le contexte du traitement des altérations radio-induites chez I’animal. L’étendue de leur
potentiel thérapeutique a depuis été démontrée dans divers modéles animaux atteints de
Iésions intestinales radio-induites. Les expériences du laboratoire ont d’ailleurs permis de
mettre en évidence le bénéfice de I’injection en systémique de CSM apres irradiation dans: (i)
la réduction de la gravité des lésions intestinales (Linard et al., 2013; Sémont et al., 20086,
2010, 2013), (ii) la modulation des processus inflammatoires (Bessout et al., 2013; Linard et
al., 2013), (iii) la restauration de la fonctionnalité d’absorption et de sécrétion des cellules
épithéliales (Sémont et al., 2010, 2013) et enfin, (iv) la restauration partielle de la barriére

épithéliale intestinale (Sémont et al., 2010, 2013) (données internes au laboratoire).

Mon travail doctoral, au sein du laboratoire, s’inscrit dans la continuité des travaux de
recherche précédemment décrits. Plus particulierement, notre équipe a développé et
caractérisé un modele d’ulcération colorectale radio-induite chez le rat. Ce modéle permet de
reproduire, chez le rat, au niveau colique, des lesions similaires a celles observées chez les

patients traités par radiothérapie pour des adénocarcinomes rectaux (Francois et al., 2013;
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Sémont et al., 2013). Cependant, les conditions de validité de ce modele expérimental en tant
que modéle d’hypersensibilité viscérale radio-induite chronique n’avaient encore jamais été
identifiées jusqu’alors. Or, cette étape était primordiale pour 1’étude de la physiopathologie
d’une telle hypersensibilité ainsi que pour I’évaluation du potentiel antalgique des stratégies

thérapeutiques envisagées.

Dé¢s lors, mon premier objectif a été la validation d’un modéle d’hypersensibilité viscérale

radio-induite persistant pertinent, par le biais d’une étude cinétique (socle de mon étude).

Mon deuxiéme objectif a été de caractériser les mécanismes biologiques périphériques
sous-tendant cette hypersensibilité dans le modele validé. L’étude bibliographique présentée

dans la partie 5 du chapitre I, nous a permis d’envisager deux options :

e L’implication des MC et de leurs interactions avec les fibres nerveuses dans les
mécanismes de la sensibilisation périphérique.
e L'évaluation probable de I’impact d’un autre dysfonctionnement colique radio-induit,

en ’occurrence la contractibilité musculaire dans notre modeéle.

Enfin, mon troisieme objectif a été d’évaluer le potentiel antinociceptif de 1’injection de
CSM, par voie i.v, dans le modéle d’hypersensibilité viscérale radio-induite, préalablement

validé et caractérisé. Plus précisément deux aspects ont été abordés:

e Les conditions expérimentales optimales de 1’utilisation des CSM ont été recherchées.
L’influence de divers paramétres tels que, le moment de I’injection apres irradiation,
le nombre de cellules & injecter ou I’évolution dans le temps de leur effet
antinociceptif, ont été évalués. Le choix des conditions expérimentales pour la
réalisation de cet objectif a été défini sur la base des données bibliographiques
publiées par diverses équipes dont la n6tre, mais aussi grace aux données obtenues
successivement a la réalisation du premier objectif.

e Une analyse mécanistique sous-tendant leur effet antinociceptif a été initiée dans des
conditions expérimentales adaptées. La caractérisation des mécanismes cellulaires et
des altérations physiologiques périphériques sous-tendant 1’hypersensibilité viscérale
radio-induite, opérée plus tot (deux premiers objectifs), nous a fourni des indications
pertinentes pour orienter ces derniers travaux de recherche réalisés au niveau du colon

irradié.
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Les résultats obtenus au cours de ce projet doctoral sont présentés dans les chapitres IlI

(article 1) et IV (résultats complémenatires) de ce manuscrit de thése.
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CHAPITRE III

ARTICLE1 : PERSISTENT VISCERAL HYPERSENSITIVITY IN RAT EXPOSED
TO RADIATION IS MITIGATED BY MESENCHYMAL STROMAL CELL

TREATMENT

LES CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES MODULENT L’HYPERSENSIBILITE VISCERALE
PERSISTANTE DANS UN MODELE D'ULCERATION COLORECTALE RADIO-INDUITE CHEZ LE RAT

(SOUMIS A GASTROENTEROLOGY)
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Les cellules stromales mésenchymateuses modulent I’hypersensibilité viscérale

persistante dans un modéle d’ulcération colorectale radio-induite chez le rat

Contexte et objectifs de I’étude

La douleur viscérale chronique fait partie des effets secondaires observes chez les
patients traités pour des cancers de la zone pelvienne. Ces douleurs sont notamment la
conséquence des altérations biologiques qui apparaissent successivement a 1’exposition de
I’intestin (sain) aux rayonnements ionisants lors de la radiothérapie. Dans les cas les plus
graves, ces douleurs détériorent considérablement la qualité de vie de ces « survivants au
cancer », et, les stratégies thérapeutiques a disposition ne sont pas satisfaisantes. Pourtant,

aucune étude expérimentale n’a jusqu’alors été menée pour répondre a cette problématique.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail a été (i) de valider un modéle d’étude
d’hypersensibilité viscérale persistante radio-induite et, (ii) de caractériser certains des
mécanismes périphériques qui pouvaient étre impliqués dans sa physiopathologie.

Des études ont déja été menées sur les mécanismes périphériques impliqués dans
I’hypersensibilité viscérale, notamment dans des modeles de rongeur d’IBS et d’IBD. Ces
études mettent en avant le réle de modifications neuroplastiques et/ou neurochimiques ainsi
que I'implication des MC, et notamment de leurs interactions exacerbées avec les fibres
nerveuses, dans les mécanismes de la sensibilisation périphérique. A ce titre, nous avons

étudié ces altérations biologiques et I’implication de ces cellules dans notre mode¢le.

En outre, le bénéfice thérapeutique des CSM a déja été démontré, notamment
expérimentalement chez 1’animal, dans divers modéles pathologiques. Plus particuliérement,
leur utilisation a permis la diminution de la sévérité des lésions intestinales et la modulation
des processus inflammatoires observés apres irradiation. De plus, certaines études démontrent
aussi le potentiel antinociceptif des CSM dans des modeéles de rongeur de douleurs
neuropathiques.

Ainsi, dans cette étude, (iii) le potentiel antinociceptif des CSM dans la
modulation de I’hypersensibilité viscérale radio-induite persistante a été évalué, et (iv)

certains de leurs mécanismes d’action, au niveau périphérique, ont été suggéres.
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Résultats principaux de cette étude

Dans un premier temps, en utilisant le test de viscéro-sensibilité motrice en réponse a
des distensions colorectales (cf. chapitre | partie 1.1) nous avons démontré, dans un modele
d’ulcération colorectale radio-induite chez le rat (cf. chapitre V partie 1.1), une allodynie
mécanique 2, 4 et 8 semaines apres irradiation. Chez les animaux irradiés nous avons
également quantifié dans les laminae I, I1, 111 et IV (immuno-marquage) de la corne dorsale de
la moelle épiniere L6-S1, une augmentation des neurones exprimant p-ERK (utilisé comme
marqueur de ’activation neuronale). Le facteur d’augmentation de cette activation neuronale
entre les animaux irradiés et les animaux contréles est de 7, deux semaines apres irradiation,
et, de 2, quatre et 8 semaines aprés irradiation. Ce résultat atteste d’une sensibilisation
centrale persistante dans notre modele. L’ensemble de ces ¢éléments nous ont ainsi permis de
valider notre modele d’étude comme étant un modéle pertinent pour 1’étude de

d’hypersensibilité viscérale persistante induite par I’irradiation.

Dans un deuxiéme temps, en utilisant des techniques immuno-histochimiques nous
avons démontré la mise en place de phénomenes neuroplastiques et neurochimiques au niveau
du codlon, et ceci 4 semaines aprés irradiation. Nous avons démontré, chez les animaux
irradiés, une augmentation par rapport aux animaux témoins du nombre de plexus sous-
mugqueux, par unité de surface de sous-muqueuse, ainsi qu’une augmentation du nombre de
neurones dans ces plexus. Au niveau de la LP, nous avons aussi caractérisé une hyperplasie
des fibres nerveuses, associée a une augmentation de I’immuno-marquage de la SP, de la
CGRP et de la synaptophysine (protéine membranaire de la vésicule synaptique) chez les
animaux irradiés par rapport aux animaux témoins. Nous avons ensuite mis en avant une
augmentation par RT-PCR de I’expression du NGF dans la sous-muqueuse et la muqueuse
colique des rats irradiés. L’ensemble de ces éléments atteste d’une sensibilisation

périphérique au niveau du célon des rats irradiés depuis 4 semaines.

Puis, nous avons montré que les MC (coloration au bleu de toluidine) envahissent
progressivement 1’ensemble des compartiments coliques apres irradiation (cinétique effectuée
2, 4 et 8 semaines apres irradiation). Une augmentation statistique du nombre de MC
exprimant la tryptase (immuno-marquage) a notamment été mise en évidence au niveau de la

sous-muqueuse, 4 semaines apres irradiation. De plus, I’augmentation de 1’aire de répartition
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du marquage tryptase apres irradiation, associée a une hausse de la quantité de tryptase (test
ELISA) dans les féces des rats irradiés, pourraient correspondre a un état d’activation accrue
des MC. Par un co-marquage de la tryptase et du marqueur des fibres nerveuses, PGP9.5,
nous avons montré une augmentation des interactions neuro-immunitaires entre les MC
tryptase+ et les fibres nerveuses, aprées irradiation, au niveau de la sous-muqueuse colique des
animaux irradiés. Ces éléments suggérent une implication des MC dans la physiopathologie
de I’hypersensibilité viscérale radio-induite observée. Nous avons donc souhaité évaluer leur
implication fonctionnelle dans de tels mécanismes. Pour cela nous avons effectué¢ un
traitement au kétotiféne qui est un stabilisateur mastocytaire. Ce traitement journalier qui a
débuté 4 semaines apres 1’irradiation a été réalisé pendant une semaine. Il a permis d’obtenir
une réversion de 1’allodynie mécanique chez les animaux irradiés et traités par kétotiféne.
L’ensemble de ces résultats atteste de I'implication des MC dans les mécanismes

périphériques sous-tendant I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Enfin nous avons procédé a I’injection par voie i.v. de 1,5 millions de CSM, chez des
animaux irradiés depuis 4 semaines. Nous avons démontré qu’une injection de CSM
permettait de reverser 1’allodynie mécanique radio-induite 7 jours apres le traitement (cet effet
n’a pas été observé un jour aprés l’injection). Nous avons ensuite procédé au méme type
d’immuno-marquage que précédemment cité et procedé a des quantifications au niveau de la
sous-muqueuse des rats. Bien que I’injection de CSM n’ait pas modifié le nombre de MC
tryptase+, elle a permis d’obtenir une diminution de la surface de marquage des MC par la
tryptase et du pourcentage des MC tryptase+ a proximité des fibres nerveuses, en
comparaison a des animaux irradiés et traités avec du PBS. De plus la quantité de tryptase
dans les feces des animaux irradiés et traités par CSM a été diminuée par rapport a celle

retrouvée chez des animaux irradiés ayant été injectés en PBS.
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Conclusion

Ces résultats permettent de valider un modéle d’étude d’hypersensibilité viscérale
radio-induite persistante. Ils démontrent aussi dans un contexte pathologique intestinal radio-
induit une implication des MC dans les mécanismes périphériques sous-tendant une telle
hypersensibilité. Cette étude démontre également le potentiel antinociceptif des CSM,
capables de reverser 1’allodynie mécanique radio-induite. Enfin, ces résultats suggérent qu’un
tel bénéfice thérapeutique pourrait notamment impliquer la capacité des CSM a moduler la
physiologie des MC et leurs interactions avec les fibres nerveuses coliques.

L’ensemble de ces travaux apporte de nouveaux arguments sur le bénéfice
thérapeutique des CSM dans notre modele d’étude. L’évaluation de 1’effet observé a plus long
terme ainsi que I’approfondissement des mécanismes impliqués dans cet effet antinociceptif

représentent les perspectives majeures dans la poursuite de ce travail.
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ABSTRACT

Background & Aims: Delayed development of visceral complications after pelvic
radiotherapy is recognized in cancer survivors and is frequently associated with visceral pain.
The underlying mechanisms are unknown, making management of the pain difficult. We
sought to identify some peripheral mechanisms of radiation-induced persistent visceral
hypersensitivity and to evaluate the potential therapeutic benefit of mesenchymal stromal cells

(MSCs).

Methods: Rats were subjected to a single 27 Grays colorectal irradiation (Cl). Visceral
sensitivity to colorectal distension, central sensitization (ERK phosphorylation in L6-S1
spinal cord neurons) and the number of colonic mast cells (MCs) were assessed 2, 4 and 8
weeks after Cl. Anatomical interactions of tryptase+ MCs with PGP9.5+ nerve fibers (NFs)
were quantified on colonic sections of irradiated rats and on rectal resections of patients
treated by radiotherapy. Four weeks after Cl, rats received an intravenously injection of 1.5

million MSCs. Visceral sensitivity and MC-NF anatomical interactions were then evaluated.

Results: CI induced persistent mechanical allodynia and central sensitization. At 4 weeks
post-irradiation, we showed hyperplasia of MCs and NFs in the colonic submucosa, as well
as, an increased number of MCs in close proximity to NFs. Such cross-interaction increase
was also demonstrated in human rectal tissues. Remarkably, MSC treatment reversed
radiation-induced mechanical allodynia 1 week after their administration in rats. This effect
was associated with reduction of both the number of anatomical interactions between MCs

and NFs and tryptase content in the feces.

Conclusions: This work provides new insights into the ability of MSCs to diminish
radiation-induced visceral toxicity. Neuroimmune modulation may be related to anti-

nociceptive effects of MSCs.
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INTRODUCTION

Each year, millions of people are treated for primary or recurrent pelvic malignancies
worldwide, involving radiotherapy in almost 50% of cases. Improvements in cancer therapy
have led to a growing population of long-term cancer survivors. Nevertheless, during
radiotherapy, healthy pelvic tissues or organs close to the tumor and located in the irradiated
field may be damaged, leading to high incidence of undesirable persistent toxic effects.
Moreover, the alteration and inflammation of one visceral organ may trigger functional
alterations of other organs by cross-organ sensitization.® Indeed, cancer survivors often
exhibit overlapping symptoms resulting from multiple organ dysfunctions which have been
recently recognized as a new pathology called “pelvic radiation disease”.” Clinical studies
showed that, depending upon the type of tumor or the time since radiotherapy, up to 50% of
these cancer survivors suffer from chronic visceral pain or tenesmus.> * Visceral organ cross-
sensitization may amplify afferent signaling, leading to exacerbation of pain. Persistent pain
considerably affects the patient’s quality of life and may be a factor in the development of
psychiatric co-morbidity. The cellular and molecular mechanisms involved in the

development of visceral pain after pelvic radiotherapy are unknown, resulting in a lack of

appropriate therapeutic strategies.

Some of the mechanisms underlying the visceral hypersensitivity (VH) described in other
functional gastrointestinal disorders are related to pathological enhancement of neuroimmune
interactions. Mast cells (MCs) and nerve fibers (NFs) are known to form a functional unit in
the regulation of gut physiology. Neuropeptides released by sensory fibers, such as substance
P (SP) and calcitonin gene-related peptide (CGRP), can activate MCs, which then secrete
mediators (e.g. tryptase) that stimulate sensory fibers. Abnormal enhancement of MC

infiltration and/or activation can perturb nerve function, leading to neurogenic inflammation
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and therefore visceral pain. Stimulation of such neuroimmune interactions has been described

as being partly involved in radiation-induced intestinal toxicity.>

There is currently no effective therapeutic drug approved by the USA Food and Drug
Administration for the reduction of radiation-induced toxicity in the gastrointestinal tract.'
Treatments usually applied to manage complications are only symptomatic. We recently
reported the regenerative and anti-inflammatory properties of MSCs in the context of
radiation-induced irreversible damage of rat colon and minipig rectum.**™*® Quite different
from pharmacological therapy, MSC treatment may have the key advantage of managing
organ toxicity in a site-specific manner.** Moreover, the pleiotropic properties of MSCs could
be helpful in dealing with the multifactorial aspects of radiation-induced chronic VH and,
more generally, in limiting the functional consequences of radiation-induced toxicity in the

pelvis.

The present study was designed to (i) validate a pre-clinically relevant experimental model
of radiation-induced VH, (ii) investigate colonic mechanisms involved in the development of
persistent VH after radiation exposure, and (iii) assess the potential therapeutic benefit of
MSC treatment and corresponding mechanisms of action. Mechanisms studied in this work
were focused on the deregulation after irradiation of physiological crosstalk between MCs and

NFs and its rescue after MSC treatment.
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MATERIALS AND METHODS

Animals:

300 g male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories, France) were housed under a
12-hour light /12-hour dark cycle and kept in a temperature-controlled room (21°C).
Experiments were performed in compliance with French laws and guidelines for animal
experimentation (Act n0.92-333 of 2 October 2009) and approved by the IRSN Ethics

Committee “CEEA number 01013.01”.
lonizing radiation protocol:

A single 27-Grays (Gy) dose of gamma irradiation was delivered by a cobalt 60 source (1
Gy/ min) through a 2 x 3 cm window centered on the rat colorectal region during isoflurane
inhalation. Control groups were submitted to the same anesthetic procedure without ionizing
radiation. The choice of the ionizing radiation protocol is detailed in the supplementary

materials and methods.
MSC culture and characterization:

MSCs were prepared according to the methods of Rochefort et al.*> Quality control of the

MSC product was performed (see the supplementary materials and methods).
Evaluation in rats of visceral sensitivity in response to colorectal distension:

The visceromotor response (VMR) is a pseudoaffective reflex contraction of the abdominal
muscles in response to colorectal distension (CRD). Seven days prior to the beginning of the
experiment, 3 pairs of nickel-chromium wire electrodes (NIK80, Sandvik Materials
Technology, France) were implanted during isoflurane anesthesia into the oblique external
abdominal muscle and exteriorized at the back of the neck in a glass tube.*® Rats were singly
housed after surgery. The animals’ behavior and weight were monitored daily and animals
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exhibiting any sign of infection, stress or suffering were euthanized. Several days before the
CRD, in order to reduce the stress induced by restraint, rats were habituated to being held for
30 min in an 8-cm diameter polypropylene tunnel. The day of the experiment, rats were
placed in this tunnel and an arterial embolectomy catheter (Fogarty, Edwards Laboratories
Inc.) covered by a lubricated latex balloon was introduced into the colon. The catheter was
fixed to the tail with adhesive tape and connected to a computerized barostat (Distender Series
Il Barostat, G&J Electronics Inc., Toronto, Ontario, Canada). The myoelectric recording
signals were amplified and filtered (50-5000 Hz) by Power Lab System (Labchart,
ADInstruments limited, GB). Isobaric distensions were performed from 0 to 60 mmHg with
an increasing step of 15 mmHg. Each distension step lasted 5 minutes. For the experiments
involving MSC or ketotifen treatments, we checked in 5 control and irradiated rats that
vehicle (PBS) administration did not change VMR to CRD, compared with the corresponding
basal level of response, assessed just before the beginning of the vehicle treatment. Taking
this into account, each animal served as its own control in assessing treatment effects on the
VMR to CRD. We also verified that treatments did not modify intestinal volume (intestinal

compliance) compared with the basal condition.
Analysis of biological parameters:

Full methods describing: i) tissue preparation and protein extraction, ii) histology and
immunohistochemistry, and iii) ELISA, are presented in the supplementary materials and

methods section.
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Experimental design:
Identification and validation of a model of radiation-induced persistent VH:

Time-dependent effects of Cl were analyzed in six groups of rats, 3 groups of irradiated
rats (tested respectively at 2, 4 and 8 weeks after irradiation) and their corresponding control
groups. The VMR to CDR was studied first. In another series of experiments,
immunohistochemical analysis of p-ERK was used to study over time signs of central
sensitization at spinal levels L6-S1, where visceral afferents terminate. In another set of
experiments sections of distal colon from both control and irradiated animals were processed
for HUC/D (human neuronal protein), PGP9.5 (protein gene product 9.5), synaptophysin, SP

and CGRP immunolabeling.
Role of MCs in radiation-induced persistent VH:

In a first series of experiments, the number of MCs after Cl was quantified 2, 4, and 8
weeks after irradiation using colonic sections stained with toluidine blue (supplementary
analysis, figure 1). Other experiments were then performed 4 weeks after irradiation. Colonic
sections were double immunostained for tryptase and PGP9.5 to assess both the tryptase load
of MCs and the anatomical interaction between MCs and NFs. Such anatomical interaction
was also assessed on resected human rectum that was retrieved from patients 6 weeks after the
end of pelvic radiotherapy (full methods are described in the supplementary materials and
methods). In order to evaluate the functional involvement of MCs in persistent radiation-
induced VH, the VMR to CRD was tested after treatment with ketotifen, a MC stabilizer
(K2628, Sigma Life Science). Briefly, after basal VMR to CRD recording in control rats and
irradiated rats (4 weeks post-Cl), animals of each group received either ketotifen or vehicle
twice a day (1 mg/kg/day) by oral gavage for 1 week. Feces of rats were then collected at the
end of treatment (day 7) and subsequently CRD was performed and the abdominal response
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was evaluated. The effectiveness of the ketotifen treatment was confirmed by reduction of

tryptase content in the feces of irradiated (but not control) animals (ELISA).

Effect of MSC treatment on persistent radiation-induced VH and associated mechanisms

of action

To obtain basal visceral sensitivity in each animal, VMR to CRD was first recorded in
control and irradiated rats (4 weeks post-Cl). Irradiated rats were then anesthetized with
isoflurane and given tail vein injection of 1.5 million MSCs or vehicle. Twenty-four hours
and 1 week after MSC administration, CRD was performed and the abdominal response was
measured. Using the same experimental protocol, 1 week after injection we tested the effect
of MSCs on the anatomical interaction between MCs and NFs and on the possible changes in
tryptase+ MC granule size (double immunolabeling with tryptase and PGP9.5 of colonic

sections). Fecal tryptase content was quantified by ELISA.
Statistical analysis

Results are expressed as mean +SEM (standard error of the mean). Statistical analyses
were performed using Sigma Plot 11.0 software (Systat Software Incorporation). Differences
between 2 or 3 groups were respectively analyzed using the unpaired Student’s t test or one-
way ANOVA followed by the Tukey test, with P < .05 considered as statistically significant
(significance for analyses was set at *P < .05 vs control, ** P < .001 vs control, + P < .05

versus IR).

Full methods available in Supplementary materials and methods
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RESULTS

Characterization of an experimental model of radiation-induced long-lasting VH in

rats
Cl induces persistent allodynia

The VMR to CRD was measured in order to evaluate visceral sensitivity induced over time
by 27 Gy CI (Figure 1). We observed a strong and lasting (2-8 weeks post-irradiation)
increased responsiveness to low pressures of visceral distension, suggesting a persistent
allodynia (P < .05). At higher pressures (45 and 60 mmHg), a reduced visceral response was
observed 2, 4 and 8 weeks after irradiation compared with controls (P < .05). This result
suggests that graded and repeated high pressures of CRD in the irradiated animals could favor

partial NF desensitization and/or the enhancing of inhibitory controls of nociception.
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Figure 1: Time-dependent effect of Cl on the VMR to CRD. Visceral sensitivity curves were recorded 2
(n=8), 4 (n=18) and 8 (n=12) weeks after irradiation and compared with their own controls. For each time
tested, there were no statistical differences compared with the values obtained for the control rats. We
therefore pooled them (n=29). Irradiation induced mechanical allodynia (at 15 mmHg) and a hyporesponse

(at 45 and 60 mmHg). Results are expressed as the mean + SEM (8-29 rats). *P < .05 vs control rats.
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Cl induces persistent central neuronal hyperactivation

To evaluate if this radiation-induced chronic VH was associated with spinal sensitization,
we studied the neuronal phosphorylation of ERK (p-ERK), an indirect marker of neuronal
activation, at spinal levels L6-S1 (Figure 2). After Cl, we observed strong and significant p-
ERK labelling of NeuN+ neurons of laminae I-Il, where nociceptive-specific neurons are
located. A 7-fold increase (P < .001) of p-ERK+ neurons was observed 2 weeks after
irradiation compared with the basal level. Four and 8 weeks after irradiation, enhancement of
neuronal activation stabilized at twice the basal level (P <.05). In laminae I11-1V, where non-
specific nociceptive neurons are located, a similar response pattern was observed. Our results

demonstrate that irradiation leads to long-lasting spinal sensitization in this rat model.
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Figure 2: Time-dependent effect of Cl on central sensitization: (A) Representative double-immunostaining
for p-ERK and NeuN in spinal sections at the L6-S1 levels in control and irradiated rats (2 weeks post-
irradiation). (B) Histograms represent the number of NeuN+ with p-ERK+ neurons in laminae I-1l and llI-IV per
spinal cord section, 2, 4 and 8 weeks after irradiation. Data are represented as mean + SEM in 4 rats per
group and normalized to their corresponding controls **P < .001 vs control rats, *P < .05 vs control rats and
+P < .05 vs irradiated rats (2 weeks post-Cl). These results showed that abnormal neuronal activation

stabilized (twice the control) between 2 and 4 weeks after irradiation.

Cl induces neuroplasticity in the colon at 4 weeks

Two weeks post-ClI, the immunostaining of colonic sections for PGP9.5 or HuC/D did not
reveale marked changes between control and irradiated rats (data not shown). In contrast, at 4
weeks post-Cl, the number of PGP9.5+ submucosal plexuses (Figure 3Aa), as well as, the
number of HUC/D+ neurons per plexus (Figure 3Ab), was significantly increased (P < .05 and
.001, respectively). At the same time, we also observed an increase in the density of PGP9.5+
NFs in the submucosa (Figure 3B). Moreover, in the lamina propria (LP), there was a
significant (P < .001) increase in the density of PGP 9.5+ fibers (Figure 3B and Ca), which
was associated to a significant increase (P < .001) of synaptophysin (a protein of the
presynaptic vesicle membrane), suggesting enhanced synaptic function and/or synaptogenesis
(Figure 3B and Cb). The density of SP and CGRP immunostaining was also significantly
greater in the LP, 4 weeks after irradiation (P < .05 and .001, respectively), corresponding to
increased content and possibly release of algogenic substances in the colon (Figure 3B, Cc
and Cd). Most of the SP and CGRP immunoreactivity co-localized with PGP9.5, which is

indicative of a neural origin of these substances (data not shown).
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Figure 3: Effect of Cl on colonic neuroplasticity (at 4 weeks). Histograms (A) represent the quantification 4
weeks after Cl of (a) the number of PGP9.5-immunoreactive nerve plexuses per submucosal area (in mm2)
and (b) the number of HuC/D+ neuronal cell bodies per submucosal nerve plexus. (B) Representative
photomicrographs of NF immunopositive for PGP9.5, SP, CGRP and synaptophysin. (C) Quantitative analyses
in the lamina propria presented as mean + SEM in 6 rats per group. *P < .05 vs control rats or **P < .001 vs
control rats. Data showed that radiation-induced colonic hyperplasia of the nervous system is associated
with increased content of SP and CGRP in the colon. Lamina propria (LP), Submucosa (SM) and Circular

muscle layer (CML).

Implication of MCs in Cl-induced VH
Cl increases MC hyperplasia and hypertrophy in the submucosa of rat colon

Irradiation resulted in a marked increase in the number of submucosal MCs, starting 4
weeks after ClI (Figure 4A and Ba and Supplementary figure 1). At 4 weeks, these cells were
fully tryptase+ (likely near the degranulation step), as evidenced by the significant (P < .001)
4.7-fold increase in the number of tryptase+ MCs with intracellular granules exceeding an

area of 80 pm? in comparison with controls (Figure 4Bb).
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Figure 4: Involvement of MCs in Cl-induced VH

(A) Representative double immunostaining of submucosal tryptase+ MCs and PGP9.5+ NFs in colonic
sections of control rats and irradiated rats (4 weeks post-Cl). Arrows show some MCs far from the NFs
(white) or near the NFs (pink). (B) Experimental data were summarized in histograms that represent the
tryptase+ MC number (a) with granulation size > 80 um2 (b) and in close proximity (distance <2 pum) to
PGP9.5 NFs (c). (C) Effect of 1-week ketotifen treatment on the VMR to CRD (15 mmHg). Each group
represents the mean immunohistological analyses + SEM in 6 to 7 rats per group, and 8 to 10 rats for VMR,
*P < .05 vs control rats, +P < .05 vs irradiated rats (4 weeks post-Cl). Four weeks after Cl, high levels of
tryptase+ MCs were in close association with NFs, and MC stabilization at this time reversed radiation-

induced mechanical allodynia.
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Irradiation induces changes in the anatomical relationship between MCs and NFs in the

rat colon and in the human rectum

An average of 1.3 + 0.6 tryptase+ MCs/mm? of tissue was found in close proximity (<2
um) to PGP 9.5+ NFs in the submucosa of rat control colonic sections. This number reached
6.9 + 2.2 at 4 weeks post-irradiation (Figure 4A and Bc). Nerve growth factor (NGF) is
usually thought to play a prominent role in MC-NF reciprocal interactions.'” Quantification of
mucosal/submucosal NGF expression using RT-PCR in rats demonstrated a significant (P <
.05) 4-fold increase in its expression after Cl (n=8 to 11) (data not shown). These data support
the assumption of an enhancement of the crosstalk between MCs and NFs in irradiated rats.

As previously observed by our team and others'®%

, we confirmed that radiation-induced
damage to the human bowel (here the rectum) is associated with mucosal (data not shown)
and submucosal hyperplasia of both NFs and MCs (Figure 5A and Ba). We observed that a
large majority of MCs infiltrating in the LP of the uninjured or injured rectum were found in
close anatomical interaction with NFs (data not shown). In the submucosa, we found a

significant increase (P < .05) of the number of MCs in close proximity (<2 um) to NFs in

injured tissues, compared with uninjured tissues (17.3+1.8 vs 10.6+1.8, Figure 5A and Bb).
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Figure 5: Radiation increases anatomical interaction between MCs and NFs in the human rectum. (A)
Representative double immunostaining of tryptase+ MCs and PGP9.5+ NFs in the submucosa of uninjured or
injured resected human rectum from patients subjected to preoperative radiotherapy to treat
adenocarcinoma (resections done 6 weeks after radiotherapy). (B) Graphs represent (a) the number of MCs
per area of the submucosa (mm2) and (b) the number of MCs in close proximity (<2 pm) to NFs per area of
the submucosa. Each group represents the mean + SEM for 4 to 6 patients. *P < .05 (injured rectum vs

uninjured rectum).

Oral ketotifen treatment reverses Cl-induced persistent mechanical allodynia in rats

In this experimentation, ketotifen (MC stabilizer) treatment started 4 weeks after
irradiation. One-week of ketotifen treatment significantly (P < .05) abrogated the mechanical
allodynia observed 4 weeks after irradiation (Figure 4C). In contrast, ketotifen treatment did
not affect visceral sensitivity in control rats (5.4 + 2.0 abdominal contractions at the basal
level vs 3.0 £ 0.5 after ketotifen treatment). Nevertheless, oral treatment with ketotifen for 1

week did not change the epithelial injury score (Supplementary figure 2B). These results
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demonstrate that MCs play a important role in radiation-induced mechanical hypersensitivity.

Therapeutic efficiency of MSC treatment on radiation-induced VH

12,13 the results of

As previously reported by our group in other experimental procedures,
the present study confirmed the ability of MSCs to significantly reduce the epithelial injury
score assessed after irradiation (38.6% improvement in this study, Supplementary figure 2A).
Then, the potential benefit of MSCs as a therapeutic tool in the management of radiation-

induced chronic VH was tested on an already established state of hypersensitivity (4 weeks

post-ClI).

MSC injection reverses Cl-induced persistent mechanical allodynia in a time dependent

manner

VH was not modified 24 hours after injection of MSCs in 4 weeks post-irradiated rats
compared with the level of response before injection. In contrast, 1 week after MSC
treatment, radiation-induced mechanical allodynia was significantly (P < .05) reduced,

reaching levels similar to control, non-irradiated rats (Figure 6).
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Figure 6: MSC treatment reduces Cl-induced mechanical allodynia. Effects of a single injection of MSCs,
performed 4 weeks after irradiation, on the VMR to CRD were analyzed 24 hours and 1 week after MSC
injection. Each group represents the mean + SEM in 8-14 rats per group. *P < .05 vs control rats, +P < .05 vs
irradiated rats (4 weeks post-Cl). Radiation-induced mechanical allodynia was reversed 1 week after MSC

injection. No effects were observed 24 hours after MSC injection.
MC involvement in MSC efficiency on mechanical allodynia

One week after the administration of MSCs to irradiated rats (4 weeks), there was no
change in the number of submucosal MCs compared with irradiated animals injected with
vehicle (data not shown). Nevertheless, MSC treatment significantly (P < .05) reduced the
tryptase content of MCs from 107.6 + 5.6 in irradiated rats to 84.4 + 11.3 pm?® The value
obtained after MSC treatment returned to the value obtained in control rats (Figure 7A and
Ba). In addition, the tryptase content in feces, which was significantly increased after
irradiation, was restored to control level upon MSC treatment (2.7-fold, p< .05, Figure 7C).
Altogether, these results suggest that MSC treatment may reduce tryptase synthesis by MCs
and/or may induce the stabilization of MCs. Figures 7A and Bb also show that MSC treatment
significantly (P <.05) reduced the percentage of tryptase+ MCs in close proximity (<2 pum) to
PGP 9.5+ NFs (34.2 £ 4.7% in irradiated rats treated with MSCs vs 54.3 £ 5.7% in irradiated

rats treated with vehicle).
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Figure 7: MSC treatment limits Cl-induced MC-to-NF interaction. (A) Representative double
immunostaining of submucosal tryptase+ MCs and PGP9.5+ NFs in colonic sections of rats irradiated and
treated with MSCs or vehicle. Treatments were performed 4 weeks after irradiation and the effects were
analyzed 1 week later. Arrows show some MCs far from the NFs (white) or near the NFs (pink). (B)
Histograms representing (a) the intracellular granule size of tryptase+ MCs and (b) the percentage of
tryptase+ MCs in close proximity (distance <2 um) to PGP9.5+ NFs. (C) Tryptase fecal content quantified by
ELISA. Results are expressed as mean t SEM for 6 to 7 rats per group for immunohistology analyses and 8 to
20 rats per group for ELISA; *P < .05 vs control rats, +P < .05 vs irradiated rats (5 weeks post-Cl). MSCs

reduced activation of MCs, their ability to secrete tryptase and their crosstalk with NFs.
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DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that Cl induced long-lasting VH in rat as shown by
the presence of persistent mechanical allodynia, associated with spinal neuronal
hyperactivation. Radiation-induced VH likely has a variety of causes, involving both
peripheral (multiorgan sensitization) and central mechanisms. Here, we specifically focused
on colonic mechanisms. Persistent VH is supported by substantiating evidence showing
colonic neuronal plasticity. Indeed, we first demonstrated nerve hyperplasia associated with
an increase in synaptic function and/or synaptogenesis. In agreement with previous clinical
data our results suggest that neuronal hyperplasia after irradiation may be related to great
mucosal damage.'® ® We showed an elevated content in the LP of SP and CGRP, both of
which are known as potent algogenic neuropeptides. Such an increase may be related to
activation of extrinsic primary afferent neurons with soma in dorsal root ganglion and/or
intrinsic enteric neurons whose cell bodies are located in the myenteric or submucosal plexus.
Wang et al demonstrated that sensory fibers, corresponding for the most part to SP and CGRP
fibers, differentially modulate early and late small intestine toxicity following radiation.® SP is
largely involved in the regulation and modulation of small and large bowel motility. In our
experiments, increase in SP was also observed in the circular muscle layer of the colon, 4
weeks after irradiation. We cannot exclude that colonic increase in SP may be related to the
motor changes often reported in animals and humans after radiation exposure.?* Hence, we
speculate that, after irradiation, colonic dysfunction in association with hypersensitivity of

afferent sensory fibers could be perceived as painful.?

Visceral neuroplasticity occurring during inflammation can trigger functional disorders and
persistent VH. Numerous clinical and experimental studies showed that these changes are

time-dependent and related to the nature of inflammation.? We previously demonstrated
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that radiation damage in the human rectum is associated with MC hyperplasia.'® Moreover,
Wang et al® demonstrated that the involvement of peptidergic sensory fibers (SP and CGRP)
in radiation-induced intestinal toxicity is partly MC-dependent. In the present study, we
investigated MC involvement in radiation-induced persistent VH. We showed that in addition
to MC hyperplasia, Cl likely induced MC activation as shown by MC hypertrophy and
increase in fecal tryptase content. Moreover, we demonstrated that ketotifen treatment
reversed radiation-induced mechanical allodynia. Altogether our data provide evidence that,
after Cl, MCs are of functional significance in promoting VH. Part of the explanation for this
could be the deregulation of the bidirectional communication between MCs and sensory
nerves. Indeed, we showed that the number of colonic MCs in close vicinity to innervation
was increased after Cl. Moreover, we found such an increase in the rectum of patients treated
by pelvic radiotherapy. In patients suffering from irritable bowel syndrome, increased
anatomical interaction between MCs and NFs is the only parameter significantly correlated
with the severity and frequency of abdominal pain or discomfort.> % In our study, the increase
of fibers in density observed after irradiation, and thus probably their activation, may be
initiated, maintained and/or potentiated in response to their contact with activated MCs.% #
Activation of fibers may, in turn, prime activation of MCs or cause their degranulation,
depending on neuropeptide and neurotransmitter concentration.'” In accordance with the
existence after irradiation of an exacerbated bidirectional conversation between MCs and
fibers in the colon, we reported here an increased NGF expression. There is growing evidence
that NGF plays a pivotal role in chronic pain, particularly after inflammation. NGF is
abundantly synthesized and released by both MCs and NFs. Moreover, NGF is a major factor
regulating the survival and sprouting of sensory neurons, but also the survival and

sensitization of MCs.?®
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Among several MC mediators that could be involved in radiation-induced VVH, our results
suggest the role of the serine protease tryptase. In the context of functional gastrointestinal
disorders like irritable bowel syndrome or inflammatory bowel disease, there is strong
evidence that cleavage of protease-activated receptors 2 (PAR2) by tryptase leads to VH.?® *
A significant increase in PAR2 expression in the intestine after irradiation has been
reported.*> Moreover, increased MC immunostaining for tryptase was observed in rectal
resections of patients treated by pelvic radiotherapy.'® Despite differences in clinical picture
between irritable bowel syndrome, inflammatory bowel disease and pelvic radiation disease,
PAR2 may be a common factor in visceral pain development and maintenance. Further
investigation is needed to demonstrate the relevance of tryptase involvement in radiation-
induced VH and functional disorders at the late stage of the disease, and also to show that

PAR2 is a potential therapeutic target.

A recent study has opened new therapeutic avenues in the management of complications of
pelvic radiotherapy. Indeed, compassionate MSC therapy in patient’s refractory to regular
treatments led to substantial improvement in clinical response.*> The same study also
suggested that MSC administration was followed by a transient reduction of pain in 3
patients.*> Now, for the first time, our study provides significant experimental arguments
concerning the ability of MSCs to reduce radiation-induced long-lasting VH. Strikingly, a
single intravenous injection of MSCs led to the reversal of radiation-induced persistent
mechanical allodynia at 1 week. Our study also provides complementary experimental
evidence of the ability of MSCs to reduce radiation-induced colonic ulcer. MSCs improve the
host’s regenerative capacity not only in the ulcerated areas but also in the ulcer margins.13 We
also previously demonstrated that single or repeated MSC injections reduced the radiation-
induced inflammation process.***? Thus, by virtue of their regenerative and anti-inflammatory

properties, MSCs likely modulate and decrease the receptor field of hypersensitivity, which in
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turn may partly explain the observed reduction of persistent irradiation-induced mechanical

allodynia.

Our results suggest that MSC treatment decreases radiation-induced MC activation. In
keeping with this, Brown et al demonstrated the ability of MSCs to inhibit MC degranulation
in a model of passive cutaneous anaphylaxis and in a peritoneal MC degranulation assay.*®
We also showed that MSC treatment in irradiated rats reduced the anatomical interaction
between MCs and nerves, compared with non-injected irradiated animals. Finally, we found
that MSC ability to reverse radiation-induced mechanical allodynia was associated with their
potential to reduce anatomical interactions between MCs and NFs. Taken together all these
data support the assumption that stabilization of MCs may play a role in the reduction by
MSCs of radiation-induced sensory fiber sensitization and therefore persistent VH. Long-
lasting anti-nociceptive effects of intravenously injected MSCs have been described in other
chronic pain conditions. Using a spared nerve injury model of neuropathic pain, Siniscalco et
al** showed that MSC treatment reduced mechanical allodynia and thermal hyperalgesia for at

I*® also

least 3 months. This effect was associated with central immunomodulation. Guo et a
reported that MSCs decreased mechanical hypersensitivity throughout a 5-month observation
period in a model of orofacial mechanical hypersensitivity. These authors showed an
involvement of peripheral and/or central opioid receptor activation. They also suggested that
differential activation of peripheral and central opioid receptors may be related to the state of
hypersensitivity chronicity. Taking this into account, further investigation is needed to

characterize over time the peripheral and central versatile’® effect of MSC treatment on

radiation-induced mechanical allodynia.
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In conclusion, this study provided new data concerning MSC anti-nociceptive effect in a
context of radiation-induced gastrointestinal toxicity. We presented here an experimental
model of radiation-induced long-lasting VH in response to mechanical stimuli. Using this
model, we demonstrated the involvement of peripheral mechanisms where MCs play a
significant role probably through the enhancement of their crosstalk with NFs. We also
reported increased spatial interactions between MCs and NFs in the rectum of patients treated
by pelvic radiotherapy. Finally, we reported that MSC treatment decreased the interactions
between MCs and NFs and reversed mechanical allodynia. These results might be of clinical
interest in the framework of the management of radiation-induced chronic gastrointestinal

complications.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

The choice of radiation procedure

In this study we identified an experimental model of radiation-induced persistent VH. In the pelvis, the
colorectum has high levels of radiation-induced toxicity and gastrointestinal complications have a great effect on
the patient’s quality of life »*2. So, we used a model of irradiation centered on the rat pelvic zone targeting the
colorectum. Nevertheless, our irradiation configuration allows the exposure of some other visceral organs, the
prostate, the bladder and the seminal vesicles, which may participate in the visceral response, as is the case for
patients. Injured visceral afferent nerves become more sensitive. So, as described for patients, we needed a
model allowing the development of severe and irreversible histological lesions °. In keeping with this and
motivated by previous data obtained in our laboratory in rats, we chose to apply a single 27 Gy dose of ionizing

radiation >4,
MSC culture and characterization

Bone marrow MSCs were obtained by flushing femurs of seven-week-old female rats as previously described
in the literature °. After ten days, the monolayer of adherent cells was trypsinized, re-suspended in culture
medium, and seeded at 5x10° cells per cm? (passage P1). During the culture, the medium was changed twice a
week. Before i.v. injection, the quality of MSCs was checked by analyzing their phenotype, differentiation
potential and ability to form colony-forming unit fibroblasts (CFU-Fs). The phenotype of amplified MSCs was
verified by flow cytometry using FACSort (BD Biosciences). Cells were incubated for 20 min at 4°C with
phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal antibodies against rat antigens. The percentage of CD90+ (clone
OX-7; BD Biosciences) and CD73+ (clone 5F/B9; BD Biosciences) cells was analyzed and the absence of
hematopoietic cells was verified with CD34 (clone 1CO115, Santa Cruz) and CD45 (clone OX-1; Becton
Dickinson, France) markers. On average, MSCs expressed 98.5% CD90 (+/-0.6), 84.2% CD73 (+/-8.6), 2.85%
CD34 (+/-1.24) and 4.4% CDA45 (+/-1.2). Identical isotope antibodies served as controls. Then, as described by
Rochefort et al °, MSCs were characterized for their multipotentiality, i.e. their ability to differentiate into cells
of distinct lineages: adipocytes, chondrocytes and osteoblasts. Finally, their ability to form CFU-Fs, as a
characteristic of progenitor cells, was also quantified. To this end, bone marrow total cells were plated in
triplicate at densities of 5x10° cells per 25 cm? and CFU-Fs were stained with violet crystal and counted after 11

days of culture.

173



Chapitre Il : Article 1
Histology and immunohistochemistry

Tissue preparations

Spinal cord

Rats were deeply anesthetized using isoflurane and quickly perfused transcardially with 400 mL of saline buffer
and then with 400 mL of saline fixative solution (4% paraformaldehyde (PFA) with 15% saturated picric acid).
The spinal cord samples lumbar 6-sacral 1 (L6 —S1) were then excised, successively post-fixed 12 hours in the
perfusion fixative and cryoprotected in 30% sucrose in 0.1 M phosphate buffer for 24 hours at 4°C. These
samples were frozen in Optimal Cutting Temperature (O.C.T.) (Sakura Tissue-Tek 4583) compound at -45°C
and stored at -80°C. Transverse L6-S1 spinal cord 30 um sections were cut with a cryostat and put in phosphate-

buffered saline (PBS) before starting the experiment.

Rat colon samples

On the day of euthanasia, cardiac puncture was performed under isoflurane anesthesia. The distal colon was
fixed either (i) in 4% formaldehyde and embedded in paraffin or (ii) in Zamboni’s fixative solution (4% PFA
with 15% saturated picric acid in 0.1 M PBS) for 4 hours before being cryoprotected overnight in 30% sucrose
0.1 M phosphate buffer, and then frozen in O.C.T. compound at -45°C before storage at -80°C. Circular 5 um
sections were cut on a rotary microtome (i) (Leica Microsystems AG, Wetzlar Germany) or on a cryostat (ii)

before mounting on polysine slides.

Human colon samples

Human tissues were acquired following institutional ethical guidelines (Gustave Roussy Institute) and French
Medical Research Council guidelines. Six tissue samples were obtained from tiny pieces removed surgically
from patients treated for rectal adenocarcinoma with preoperative radiotherapy (45 Gy, fraction of 2 or 1.8 Gy) 6
weeks after the end of treatment. Patients were notified that resections would be sent to pathologists for analysis
but no ethics committee was consulted for operating waste. Nevertheless, with the laws (articles L1245-2,
L1211-3, L1211-4, L1211-5, L1211-6 and LA211-7 of the Public Health Code) the surgical residues were
subjected to the principles and rules in relation to the donation and procurement of human tissues. For each
patient, resections were taken from the irradiated field, either adjacent to the tumor (with moderate to severe

lesions, up to 50% of the rectal section) or far from the tumor (without or with slight lesions, less than 5% of the
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rectal section). So, patients serve as their own controls. The samples were embedded in paraffin (few indications

were given regarding fixation).
Immunohistochemistry procedure for spinal cord

Free-floating sections were incubated overnight at 4°C with PBS containing 0.3% Triton X-100, rabbit anti-
phospho-p44/42 MAPK (mitogen-activated protein kinases) (erk1/2) (Thr202/Tyr204) antibody (1/200; Cell
Signaling) and mouse anti-NeuN (A60) antibody (1/1000; Millipore). After 5 changes in PBS, sections were
incubated with Alexafluor 568—conjugated immunoglobulin (Ig)G goat anti-rabbit (1/200) and Alexafluor 488-
conjugated 1gG goat anti-mouse (1/200) for 2 hours at room temperature. Section were then rinsed in PBS 3
times and mounted in coated slides with fluorescence mounting medium Vectashield H-1000 (VectorLabs). For
each section (at least 5 sections for each animals), 4 stacks in the Z direction were made using a confocal
microscope (LSM 780 NLO, Carl Zeiss Microlmaging). P-p44/42 and NeuN (neuronal protein) co-labeling of

cells was quantified in the dorsal horn (laminae I-11 and laminae 111-1V) using Histolab software.
Histological and immunohistochemistry procedure for colon

After procedure (i), sections were deparaffinized in xylene and rehydrated through ethanol baths and PBS.
Hydrated sections were either stained with HES or submitted to immunohistological processing. Before
immunostaining, colon sections for each animal were histologically analyzed to screen for those with the highest
degree of epithelial ulceration. Tissue sections were treated with 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS 1x
(Gibco-BRL) at room temperature (RT) for 10 min. Endogenous peroxidases were inhibited by incubation with
3% H,0, in methanol at RT for 10 min. For some experiments, antigenic unmasking was performed using the
retrieval solution (0.01 M citrate buffer, pH= 6 (DakoCytomation) for 3x5min at 350W (see following table).
Staining was begun 30 minutes after saturation in X0909 solution (DakoCytomation) or in 6% BSA, PBS 1X for
2 hours (tryptase / PGP9.5 immunostaining). When necessary, sections were counterstained with Dako Fast

Nuclear Red (S1963).

After procedure (ii), sections were treated with 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS 1X (Gibco-BRL)

at RT for 15 min and then incubated in X0909 (DakoCytomation) for 30 min.
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Protein extracts and ELISA

Fresh feces were placed in 20 mM Tris-HCI solution (pH = 8) with stirring for 10 min. After centrifugation,

supernatants containing protein were obtained and stored at -80°C.

Protein was measured using a BCA assay kit (Sigma Aldrich). Fecal supernatant tryptase in each sample of
80 pg of total protein was determined by ELISA, according to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences,

Invitrogen, USCN life) and expressed in ng/ug of total protein extract.
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Supplementary Fig.1 Time-dependent increase of the number of MCs in the colon

Methods: After procedure (i) described in the supplementary material, sections were deparaffinized in xylene
and rehydrated through ethanol baths and PBS. Hydrated colonic sections were stained with 1% toluidine blue
(pH=0.5) for 20 min. Sections were incubated in a solution of 0.7N HCL for 5 min and then counterstained with

Fast nuclear red (H-3403; Vector).

Results: In control tissues, MCs were very sparse and mainly observed in the submucosa, the external
muscularis layers and, in rare cases, also in the LP. Two weeks post-irradiation, the number of MCs was not
modified. In 4 weeks irradiated animals we quantified an increase (*P < 0.05) in the number of submucosal
MCs. Radiation-induced submucosal MC hyperplasia remained high at 8 weeks and was associated with a few
MC infiltrations in the LP and external muscularis layers. Thus, the peripheral emergence of MC hyperplasia 4
weeks post-Cl seems to correlate closely with the period of central hyperactivation stabilization (twice the basal

level, Fig. 2) and nerve hyperplasia (Fig. 3).

A Control IR 4 weeks IR 8 weeks
%
- /
@ '?\ ~% B
¢ - ‘ £ Sogm
B
Mucosa Submucosa Circular muscular layer
Control 1,5+£04 16,3+ 2,1 0,3+0,1
IR 2 weeks 1,5+0,2 12,1+34 0:1:£:0,1
IR4weeks  4,9%07 1102+ 88 * 09+04
IR8weeks 169+38"  209,9+196% 14,9 +58%
Supplementary figure 1

Supplementary Fig. 1 Characterization over time of radiation-induced colonic MC increase. (a-c)
Representative photomicrographs of toluidine blue-stained MCs in colonic sections of control and irradiated
rats 4 and 8 weeks post-Cl. (d) Quantification of the number of toluidine blue+ MCs per colonic section. Each

group represents the mean + SEM for 8 to 10 rats. *P < 0.05 vs controls.
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Supplementary Fig.2 Effects of ketotifen or MSC treatment on radiation-induced

colonic epithelial damage

Method: Scoring of epithelial lesions

Distal colon (3 cm) of each rat was cut into 4 pieces, embedded in paraffin, cut into circular 5um sections
and stained with HES. The severity of colorectal damage induced by irradiation was assessed using an injury
mucosal score. A variable of the injury score was mucosal damage (epithelial atypia, inflammatory infiltrate in
the lamina propria and ulceration) and submucosal damage (edema, colitis cystica profunda). Graduation of the
injury was 0= null; 1= slight (epithelial atypia and slight edema); 1,5= moderate (epithelial atypia, inflammatory
infiltrate, moderate edema), 2= moderate + (epithelial atypia, inflammatory infiltrate, dense edema and colitis
cystica profunda), 2,5= severe (moderate ulceration, dense edema and colitis cystica profunda) and 3= severe+
(high ulceration, high edema and colitis cystica profunda ghosts) as shown in the following pictures. The score
by cup is the sum of the grade weighted by the percentage in the cup of corresponding surface of each grade. For

each animal we considered 4 sections (1 per subdivided piece of colon).

Score 0 Score 1

Results: By contrast with ketotifen, MSC treatment reduced radiation-induced severe colonic epithelial

ulceration.
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Epithelial damage of the colon was analyzed on histological sections using the injury score as described
above. Five weeks after irradiation, we observed dystrophic epithelial zones including 1) areas with atypical and
disorganized crypts or 2) areas with mucosal ulceration (loss of epithelial cells) and submucosal edema. Colitis
cystica profunda often present after deeper inflammation was also observed 5 weeks after irradiation. The cysts

were commonly observed in edematous submucosa beneath the zone of mucosa with marked ulceration.

A single injection of MSCs significantly (*P < 0.05) reduced the epithelial injury score, corresponding to
38.6% improvement. Decreases in edema and ulceration were observed, but the principal effect of MSCs was
reduction of colitis cystica profunda in the submucosa. By contrast, oral treatment with ketotifen twice a day for

one week did not change the epithelial injury score.

1.5+ R 4 weeks + PBS 15- B IR 4 weeks + PBS
F E R4weeks + MSC o O R 4 weeks + Ketotifen
= £
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Supplementary figure 2

Supplementary Fig. 2 Characterization of radiation-induced colonic epithelium damage. Representative
micrographs of colorectal lesions observed after irradiation. Epithelial injury score after treatment of
irradiated rats with (a) 1.5 million MSCs or (b) ketotifen. Animals were treated 4 weeks after irradiation and
the effects were analyzed 1 week later. Each group represents the mean + SEM for 4 to 6 rats. Values of each

group were normalized to their corresponding control value. + P < 0.05 vs irradiated rats.

180



Chapitre Il : Article 1

REFERENCES

Andreyev HJ, Wotherspoon A, Denham JW, et al. Defining pelvic-radiation disease for the survivorship
era. Lancet Oncol 2010;11:310-2.

Bacon CG, Giovannucci E, Testa M, et al. The association of treatment-related symptoms with quality-

of-life outcomes for localized prostate carcinoma patients. Cancer 2002;94:862-71.

Semont A, Demarquay C, Bessout R, et al. Mesenchymal stem cell therapy stimulates endogenous host

progenitor cells to improve colonic epithelial regeneration. PLoS One 2013;8:e70170.

Gremy O, Benderitter M, Linard C. Acute and persisting Th2-like immune response after fractionated

colorectal gamma-irradiation. World J Gastroenterol 2008;14:7075-85.

Rochefort GY, Delorme B, Lopez A, et al. Multipotential mesenchymal stem cells are mobilized into

peripheral blood by hypoxia. Stem Cells 2006;24:2202-8.

181



182



CHAPITRE IV

RESULTATS COMPLEMENTAIRES

183



Chapitre IV : Résultats complémentaires

184



Chapitre IV : Résultats complémentaires

1 INTRODUCTION

Les altérations physiopathologiques responsables de la survenue de douleurs d’origine
viscérale sont diverses, et, peuvent agir de maniére separée ou combinée. Parmi elles se
distinguent notamment : (i) la sensibilisation des mécanorécepteurs au niveau périphérique,
(if) la sensibilisation du systeme nerveux central et, (iii) une modification de D’activité
fonctionnelle de 1’organe, comme par exemple une altération de la motricité colique (Wood,
2007).

Les deux premiers aspects Cités ci-dessus ont déja fait 1’objet d’études dans notre modéle
d’hypersensibilité viscérale chronique radio-induite. Les résultats découlant de ces
expérimentations ont été présentés dans le chapitre 111 de ce manuscrit de these.

Outre ces mécanismes de sensibilisation, I’implication de I’altération de la motricité
intestinale dans les sensations douloureuses abdominales ressenties par des patients atteints
d’IBS et de IBD, lors d’études cliniques, a été suggérée (Annese et al., 1997; Chey et al.,
2001; Clemens et al., 2003; Kellow and Phillips, 1987). Une corrélation a en effet été
clairement établie entre la fréquence des contractions migratoires géantes et les sensations de
douleurs intermittentes chez les patients atteints de pathologies gastro-intestinales (Annese et
al., 1997; Chey et al., 2001; Clemens et al., 2003; Kellow and Phillips, 1987) .

Les patients ayant été soumis a des radiothérapies abdomino-pelviennes souffrent de
troubles du transit (Andreyev, 2007; Harb et al., 2014; Theis et al., 2010), comme
conséquence, notamment, d’'une modification de I’activité motrice intestinale. De plus, dans
des études expérimentales effectuées chez des chiens ayant subi des irradiations abdominales,
Otterson et al., suggérent que les contractions abdominales observées (index probable d’une
douleur ressentie par 1’animal) seraient la conséquence de 1’altération radio-induite de leur

activité motrice intestinale (Otterson et al., 1988, 1992).

Afin de participer a la compréhension des différents mécanismes impliqués dans
I’altération de la sensibilité viscérale, dans cette deuxiéme partie de 1’étude, nous avons choisi

d’évaluer dans notre modéle expérimental (cf. chapitre V partie 1.1) :

o L’altération de la contractibilit¢é des muscles circulaires du coélon aprés

irradiation, et
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o Les mécanismes biologiques sous-tendant une telle altération. Cette étude nous
a notamment orientée vers 1’identification d’un neuromédiateur, le NO’, dont
I’évaluation propre dans la pathophysiologie de I’hypersensibilité viscérale
peut étre envisagée. En effet, les neurones a NO™ au niveau intestinal sont
considérés classiquement comme des motoneurones jouant un réle dans la
motricité intestinale, cependant, leur implication dans les altérations de la
sensibilité viscérale est aussi décrite.

o Enfin, dans ce contexte 1’efficacité thérapeutique des CSM ainsi que leur mode

d’action ont été également étudiés.

Le matériel expérimental spécifique a cette deuxiéme étude, ainsi que la procédure

expérimentale mise en place sont explicités en suivant.

2 MATERIELS, METHODES ET PROCEDURES EXPERIMENTALES

Dans cette étude, des prélevements du c6lon distal sont réalisés de maniére similaire a ce

qui a été décrit dans le matériel et méthode présenté dans le chapitre I11 de cette these.

2.1 Le test de contractibilité musculaire ex-vivo

L’objectif de ce test est 1’évaluation de la contractibilité musculaire du muscle circulaire

colique.

Pour chaque rat, deux morceaux du célon distal de 0,5 cm de longueur sont prélevés. Ces
pieces de colon, fraichement disséquées, sont maintenues en survie dans des bains organiques
oxygenés contenant 10 ml de solution de tyrode (milieu physiologique), a 37°C. Ces segments
de célon sont pré-chargés avec une force de 9,8 mN (équivalent a une masse de 1 gramme)
exercée sur les fibres musculaires circulaires et nous les laissons se stabiliser pendant 30

minutes, avant de commencer les expérimentations pharmacologiques.

Entre chaque injection de drogue, les échantillons de tissus sont rinces trois fois avec la
solution de tyrode et une stabilisation du signal est attendue avant chaque nouvelle stimulation
(de 15 a 30 minutes). Pour convertir les variations de pression ou de force, obtenues apres

chaque stimulation, en signaux électriques, un transducteur de pression isométrique (Harvard
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APPARATUS Holliston, MA, USA transducteur 724493) est utilisé. Ces signaux électriques

sont ensuite analysés informatiquement a I’aide du logiciel « AcqKnowledge ».

2.2 L'immunohistochimie permettant de mettre en évidence Ies

neurones a monoxyde d’azote (NO*) ou neurones nitrergiques.

L’objectif de cette expérience est 1’évaluation des variations potentielles du pourcentage
des neurones nitrergiques au niveau des plexus myentériques du célon distal, et ce, en

fonction des différentes conditions expérimentales testées.

Les échantillons de cdlons sont prélevés et coupés dans le sens de la longueur afin d’étre
épinglés a plat sur un support siliconé. lls sont ensuite fixés dans une solution de Bouin
pendant 6 heures avant d’étre cryo-protégés dans une solution de PBS contenant 30% de
sucrose toute la nuit, a 4°C. Des coupes de 5 pum sont ensuite réalisées au cryostat au niveau
des plexus myentériques. Sur ces coupes, un double immuno-marquage Huc/D (corps

cellulaires des neurones) et NNOS (neurones nitrergiques) est réaliseé.

Briévement, I’expérimentation se fait a température ambiante. Les coupes sont d’abord
perméabilisées avec une solution de PBS a 0,5 % en triton, puis soumises a une solution de
saturation DakoCytomation (X0909, DakoCytomation) pendant 15 minutes. A ce stade, les
deux anticorps primaires, le Mouse anti-Human Huc/D (1/100, A21271 de chez Molecular
Probes) et le Sheep anti-nitric oxyde synthase (1/100, AB1529 de chez Millipore) sont
incubés dans une solution de PBS 0,1% en triton et 5% en albumine de sérum bovin, pendant
1 heure. Aprés ringage, les anticorps secondaires, 1’anti-mouse alexa Fluor 488 (1/200
A11017 de chez Invitrogen) et I’anti-sheep alexa Fluor 568 (1/200 A21099 de chez
Invitrogen) sont incubés pendant 30 minutes dans une solution de PBS. Finalement, les lames

sont montées avec du glycérol.

2.3 Procédure expérimentale

2.3.1 Les expériences de contractibilité ex vivo

Pour les tests de contractibilité réalisés ex-vivo, trois groupes d’animaux sont utilisés :
des animaux contr6les, des animaux irradiés depuis 4 semaines et des animaux irradiés depuis
4 semaines et qui ont recus une injection sous anesthésie gazeuse (isoflurane) de 5 millions de

CSM par voie i.v. 7 jours auparavant.
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Trois types d’expérimentations sont réalisés dans ce contexte :

Premiere série d’expérience : 1’objectif est 1’évaluation de la capacité de la contractibilité
du muscle circulaire (ou du tonus musculaire) coliqgue a une stimulation de type
cholinergique. Des doses croissantes de carbacol ou Carbomoylcholine chloride (CCh)
(C4382, de chez sigma) (5.10° M & 5.10* M), un agoniste non-sélectif des récepteurs de
I’Ach sont ainsi appliquées et, la réponse électrique est évaluée pour chaque concentration
utilisée. En fin d’expérimentation, la réponse contractile colique maximale non spécifique est
évaluée en appliquant dans le bain du KCI (150 uM). Les courbes doses-réponses obtenues
sont exprimées en fonction du pourcentage de la réponse maximale obtenue lorsque le KCI est
appliqué. La réponse obtenue correspond alors a la somme des réponses liées a 1’activation
des récepteurs cholinergiques localisés sur les fibres musculaires du célon mais également sur
le systeme nerveux entérique (plus spécifiguement dans ce contexte sur les neurones du

plexus myentérique).

Deuxiéme série d’expérience : 1’objectif est 1’évaluation de la part que prend le systéme
nerveux enterique dans la réponse obtenue suite a la stimulation par le CCh. La premiére
¢tape de cette expérience est 1’évaluation de la contractibilit¢ musculaire suite a une
application de CCh & la dose de 5.10° M (EC50 : concentration permettant 1’obtention de la
moitié de la réponse maximale). La force de contraction musculaire dosée ici correspond a la
réponse n°1 de I’expérience. Apres ringcage des échantillons par du tyrode, la deuxieme étape
de cette expérience vise & évaluer cette méme réponse au CCh (5.10° M) lorsque la
transmission nerveuse intrinseque est préalablement inhibée par de la tétrodotoxine (TTX,
inhibiteur des canaux sodiques) (10 M) (T8024 de chez Sigma). Dans ce contexte, 10 min
apres une application de TTX, le CCh est successivement ajouté dans le bain. La réponse

alors mesurée correspond a la réponse n°2 de 1’expérimentation.

188



Chapitre IV : Résultats complémentaires

i |
,Q‘ | j“
. RiEE, ==
it ‘
JM = — " u
Ringage T T
CCh TTX CCh
5.10°M 103M 5.10°M

(1) (28me)

Figure 23: Procédure expérimentale et exemple associé du type de réponse obtenue lors de
I'expérimentation visant a évaluer la part de I'implication du SNE dans la réponse contractile du muscle

circulaire colique lorsqu’une stimulation au CCh (5.10'6M) est pratiquée.

Troisieme série d’expérience : 1’objectif est 1’évaluation de la part que prend le contrdle

inhibiteur de type nitrergique dans la réponse obtenue suite a la stimulation par le CCh.
L’expérience réalisée ici est la méme que celle décrite ci-dessus (dans la deuxieme série
d’expérience) a ’exception pres que I’application de TTX est remplacée par une application
de L-NG-Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME) (10° M) (N5751 de chez Sigma), un
antagoniste de la production de NO par inhibition de la NO synthase (NOS).

Dans les deux dernieres séries d’expériences, les résultats sont exprimés en facteur
d’augmentation mesuré, en faisant le rapport des réponses électriques n°2 sur les réponses

électriques n°1 (figures 26 et 27).

2.3.2 Les expériences de viscérosensibilité motrice in vivo

Deux séries d’expériences ont été réalisées afin d’étudier 'impact d’un traitement (i) par
les CSM (par voie i.v.) ou (ii) pharmacologique (par voie i.p.) en inhibant la production de
NO" sur I’allodynie mécanique radio-induite établie (cf. chapitre | partie 3.1.4). Dans un
premier temps, nous avons vérifi¢é que I’injection de PBS (par voie i.v. ou 1.p.) ne modifiait
pas les profils de réeponse abdominale obtenus pour les animaux contrdles et irradies. Ainsi,
dans ces deux séries d’expériences, chaque animal est considéré comme étant son propre

controle.
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Premiére série d’expérience (i) : Dans un premier temps, afin d’évaluer le niveau basal de

sensibilité viscérale des animaux controles et irradiés depuis 3 semaines, une distension
colorectale (DCR) de 15 mmHg est appliquée sur chacun des animaux des deux groupes et les
contractions abdominales (ou réponse de viscérosensibilité motrice (RVM)) enregistrees.
Immédiatement aprés cet enregistrement les animaux sont plassés sous anesthésie gazeuse
(isoflurane) et sont injectés par voie i.v. avec 500 pl de PBS pour les aniamux contrdles et
avec 500 pl de PBS ou 5 millions de CSM pour les animaux irradiés. Une semaine apres leur
injection, ces animaux sont a nouveau soumis a une DCR de 15 mmHg et la RVM évaluée.

Deuxi¢me série d’expérience (ii) : Comme précédemment le niveau basal de sensibilité

viscérale des animaux contréles et irradiés depuis 3 semaines et 5 jours est dans un premier
temps évalué sur chacun des animaux des deux groupes aprés une DCR de 15 mmHg, et, la
RVM est enregistrée. Deux jours plus tard, les animaux sont injectés par voie i.p. avec du
PBS (1 ml) pour les animaux contrdles et avec du PBS (1 ml) ou du L-NAME (100 mg/Kg)
pour les animaux irradiés. Deux heures apres leurs injections une nouvelle DCR de 15 mmHg

est realisée, et, la RVM est enregistrée.

2.3.3 L’expérience d’immuno-histochimie

Les expériences immuno-histochimiques ont été réalisées a partir de trois groupes
d’animaux : des animaux contréles, des animaux irradiés depuis 4 semaines, et, des animaux
irradiés depuis 4 semaines et qui ont recu une injection de 5 millions de CSM par voie i.v.

sous anesthésie gazeuse (isoflurane) une semaine auparavant.

Pour les acquisitions nous avons utilisé un microscope confocal (LSM 780 NLO, Carl
Zeiss Microlmaging, Germany) et la quantification a été effectuée a 1’aide du logiciel
Histolab.

2.4 L’expression des résultats et le test statistique utilisé

Les résultats obtenus correspondent a la moyennexSEM (erreur standard de la moyenne)
de 5 a 8 animaux calculée a 1’aide du logiciel SigmaPlot 11.0 software (Systat Software
Incorporation). La différence entre les groupes a été analysée en réalisant un test one-way
ANOVA suivi d’un test Tukey avec des différences qui sont considérées comme
statistiquement différentes pour P<0.05 (elles sont exprimées ainsi: *P< 0.05 versus

contrdles et +P<0.05 versus irradiés).
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3 LESETUDES EXPERIMENTALES

3.1 Les CSM résorbent l'effet de lirradiation sur la contractibilité

musculaire du célon et sur la sensibilité viscérale.

Dans un premier temps, nous avons ¢étudié ’altération de la contractibilit¢ du muscle

circulaire. Nous avons aussi évalué sur ce parameétre 1’impact d’une injection de 5 millions de

CSM.

300 -
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Figure 24 : Effet de I'irradiation sur le tonus du muscle circulaire colique en réponse a des doses croissantes
de CCh, et, bénéfice thérapeutique de I'injection de CSM. Les CSM (5 millions) ont été injectées 3 semaines

apres l'irradiation (n= 7 a 8 par groupe).

Les courbes de la figure 24 représentent le tonus musculaire du muscle circulaire colique,
exprimée en % de la réponse maximale au KCI, en fonction du logarithme des concentrations
de CCh appliquées, et, ce, pour les trois groupes d’animaux testés. Nous obtenons une EC50
d’environ 4,6 10° M, 8.58 10° M et 6 10° M ainsi qu’une une réponse maximale (Emax) de
256,7+19,1, de 175,9+14,7 et de 256,1+5,3, respectivement pour des animaux controles,
irradiées et irradiés traités par CSM. Des différences statistiquement différentes sont obtenues
pour la EC50 et la Emax entre les animaux controles et irradiés (*P< 0.05) et entre les
animaux irradiés et irradiés traités par CSM (+P< 0.05). Pour ces deux parametres, i.e. la
EC50 et la Emax, il n’existe pas de différence statistique entre les groupes controles et

irradiés traités par CSM.
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Ces résultats démontrent qu’apres irradiation 1’activité contractile du muscle circulaire
colique est diminuée. De plus, nos données montrent que les CSM ont la capacité de restaurer

le tonus musculaire altéré par I’irradiation une semaine apres leur injection.

En parallele de cette expérience, des tests de RVM pour une DCR appliquée de 15 mmHg
ont été réalisés afin d’évaluer le potentiel antinociceptif des CSM dans des conditions

expérimentales similaires.

25+ — Contrdle
9 IR 4 semaines
E3 IR 4 semaines + CSM

Nombre de contractions
abdominales / 5 min

0 15
Pression (mmHg)

Figure 25 : Effet de I'irradiation sur la sensibilité viscérale et bénéfice thérapeutique des CSM. Les CSM

(5 millions) ont été injectées 3 semaines apres l'irradiation (n=5 a 7 par groupe).

Les histogrammes de la figure 25 représentent la RVM obtenue pour une DCR de
15mmHg chez des animaux contréles et irradiés, dans ce deuxiéme cas, avant et apres
traitement par les CSM. Dans cette expérience chaque animal est considéré comme étant son
propre controle. Au cours de cette expérience, nous retrouvons une augmentation statistique
(*P< 0.05) de la réponse abdominale a la DCR de 15 mmHg chez les animaux irradiés par
rapport aux animaux controles, traduisant une allodynie mécanique radio-induite. Une
semaine apres 1’injection de 5 millions de CSM une diminution statistique (+P< 0.05) de la
réponse abdominale chez les animaux irradiés est obtenue. Aprés traitement des animaux
irradiés par les CSM, la RVM obtenue aprés une CRD de 15 mmHg pendant 5 minutes est

équivalente a celle obtenue pour des animaux contrdles.
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Ces résultats démontrent que les CSM, dans ces conditions expérimentales, sont aussi
capables de reverser 1’allodynie mécanique observée chez les animaux irradiés une semaine

aprés leur injection.

3.2 L’altération radio-induite de la contractibilité musculaire est en
outre liée a une augmentation du controéle inhibiteur du SNE, effet

modulé par les CSM.

Comme explicité en 2.3.1, les réponses obtenues en figure 24 sont le résultat de la

stimulation des fibres nerveuses et des fibres musculaires lisses par le CCh.

Dans [I’étude qui suit, nous avons évalué quelle était la part du SNE dans la réponse

contractile de la couche musculaire circulaire du colon.

A 1 Controle

L ]

EH IR 4 semaines

201 E3 IR 4 semaines + CSM

10F

Rapport du tonus musculaire
(CCh 2éme / CCh 1er)

Figure 26 : Effet de I'inhibition de la transmission nerveuse, par la TTX, sur la réponse contractile du
muscle circulaire colique lorsqu’une stimulation de CCh (5.10'6 M) est pratiquée, dans les trois groupes
d’animaux testés. Les CSM (5 millions) ont été injectées 3 semaines apreés l'irradiation (n= 6 a 8 animaux par

groupe).

Nous avons tout d’abord comparé les réponses contractiles obtenues suite a une stimulation
au CCh (5.10° ® M) avant (réponse n°1) et aprés (réponse n°2) une inhibition de la
transmission nerveuse du SNE par la TTX. Les histogrammes de la figure 26 correspondent a
la moyenne des rapports de la reponse n°2 sur la réponse n°l et, ce, pour des animaux
contréles, irradiés et irradiés traités par CSM. Nous observons un facteur d’augmentation de
7,4 de la réponse n°2 par rapport a la réponse n°1 pour les animaux irradiés en comparaison
avec les animaux contrdles (*P< 0.05) et une diminution de ce facteur pour les animaux
irradiés traités par des CSM en comparaison aux animaux irradiés (+P< 0.05).
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Ces résultats démontrent qu’apres irradiation, le contrdle inhibiteur qu’exerce le SNE sur
la contractibilité musculaire est augmenté. Ce résultat pourrait expliquer, au moins en partie,
la diminution du tonus musculaire observée en figure 24. Les CSM, en favorisant le
rétablissement de 1’équilibre entre le contréle inhibiteur et le contréle excitateur du SNE, chez
les animaux irradiés, pourrait ainsi participer a la restauration de D’altération du tonus

musculaire induite par I’irradiation.

Le contrble inhibiteur exercé par le SNE dépend majoritairement de deux
neurotransmetteurs, le VIP et le NO". Parmi ces deux neurotransmetteurs nous avons fait le
choix d’évaluer I’influence du NO" dans la réponse de contractibilité du muscle circulaire

colique a la stimulation par le CCh.

L’obtention du NO" étant le résultat de la transformation de la L-arginine par les NOS,

nous avons utilisé un antagoniste de ces enzymes, le L-NAME dans cette étude.

10 A
« 1 Contréle

B IR 4 semaines
E3 IR 4 semaines + CSM

Rapport du tonus musculaire
(CCh 2éme / CCh 1er)

Figure 27 : Effet de l'inhibition de la NOS, par le L-NAME, sur la réponse contractile du muscle circulaire
colique lorsqu’une stimulation de CCh (5.10'6 M) est appliquée, dans les trois groupes d’animaux testés. Les

CSM (5 millions) ont été injectées 3 semaines apres l'irradiation (n= 6 a 8 animaux par groupe).

La stratégie expérimentale mise en place pour cette expérience et 1’exploitation des
résultats ont été calquées sur celles de 1’expérimentation réalisée avec la TTX, et les résultats
obtenus présentés en figure 27. Dans ce cadre, le rapport d’augmentation de la réponse n°2
par rapport a la réponse n°1 est de 3,5 (¥*P< 0.05), pour les animaux irradiés en comparaison
avec les animaux controles. De plus, une baisse significative de ce facteur est aussi observée

pour les animaux irradiés ayant été traités par CSM en comparaison avec les animaux irradiés.
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Ces résultats démontrent que le NO™ est impliqué dans le dysfonctionnement radio-induit
de la contractibilité du muscle circulaire colique et que les CSM sont capable d’agir sur cette
dérégulation.

3.3 Le NO° joue également un réle dans la physiopathologie de

I'hypersensibilité viscérale radio-induite

Dans la littérature, une augmentation du NO" dans la muqueuse rectale de patients
atteints d’IBS par rapport a des individus contrdles a notamment été décrite (Reinders et al.,
2005). De plus, Kuiken et al., démontrent que le L-NAME permet d’augmenter le seuil
d’apparition de la douleur pour des patients hypersensibles atteints d’IBS. Les auteurs de cette
étude suggerent une implication du NO" dans la physiopathologie de la douleur viscérale des
patients IBS (Kuiken et al., 2006). De plus, des études expérimentales menées dans des
modeles de rongeurs d’hypersensibilité viscérale attestent également de I’implication du NO
dans les mécanismes de 1’hypersensibilité viscérale (Shamshiri et al., 2009; Tjong et al.,
2011).

Nous avons donc évalué dans notre modéle d’ulcération colorectale radio-induite, le

role du NO’ sur I’hypersensibilité viscérale obtenue.

20+ ] Contréle
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Figure 28 : Effet de I'inhibition de la NOS sur ’hypersensibilité viscérale radio-induite. Le L-NAME est

injecté chez les animaux irradiés (10'3 M) deux heures avant le passage au barostat (n=5 a 6 par groupe).
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Les histogrammes de la figure 28 représentent la RVM obtenue pour une DCR de
15mmHg chez des animaux controles et irradiés, dans ce deuxiéme cas, avant et apres
injection par voie i.p. de L-NAME (100 mg/kg). Dans cette expérience, chaque animal de
chaque groupe est considéré comme étant son propre contrble. L’allodynie mécanique
précédemment observée 2, 4 et 8 semaines aprés irradiation est retrouvée dans cette
expérience a 3 semaines et 5 jours apres irradiation (*P< 0.05). Deux jours apres le passage
des animaux en basal, et deux heures aprés I’injection de L-NAME, la RVM des animaux
irradiés est diminuée de maniere statistique par rapport a celle obtenue en conditions basales
(+P<0.05), atteignant ainsi le niveau de réponse des animaux contrdles.

Ces résultats préliminaires suggerent une implication du NO" dans les processus radio-
induits de ’hypersensibilité viscérale. Afin de valider ces résultats, cette expérience devra étre

reproduite.

Trois isoformes de la NOS sont classiquement distingués : (i) la NO synthase
neuronale (NNOS), (ii) la NO synthase endothéliale (eNOS) et (iii) la NO synthase inductible
(iNOS). Les deux premiéres formes sont présentes respectivement au niveau des neurones et
des cellules endothéliales. Leurs expressions sont constitutives contrairement a la iNOS qui
est induite en particulier dans les contextes inflammatoires (Shah et al., 2004).

Le L-NAME étant un inhibiteur non spécifique des NOS, les expériences menées sur
le réle du NO" ne permettent donc pas de conclure strictement sur I’implication du NO’
d’origine neuronale dans les résultats obtenus en 3.2 et 3.3.

Dans 1’objectif de répondre de maniere précise a une implication du nNO" dans notre
contexte d’étude des tests de contractibilité musculaire ex vivo et de RVM pourront étre

réalisés en utilisant des antagonistes spécifiques de la nNOS, de la eNOS et de la iNOS.

3.4 Les CSM réduisent I'augmentation du pourcentage de neurones
nitrergiques observée apres irradiation au niveau des plexus
myentériques

Les expérimentations que nous avons réalisées nous permettent d’évaluer la proportion

des neurones exprimant la NNOS au sein des plexus nerveux myentériques dans nos trois

groupes d’animaux.
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Figure 29 : Effet de l'irradiation avec ou sans traitement par CSM sur les variations du pourcentage de
neurones nitrergiques au sein des plexus myentériques entre les groupes. (A. Photos représentatives des
marquages immuno-histochimiques obtenus, B. Quantification du pourcentage de neurones (Huc/D) positifs
pour le marquage de la nNOS par rapport au nombre total de neurones Huc/D positifs). Les CSM (5 millions)

ont été injectées 3 semaines apreés l'irradiation (n= 8 a 10 animaux par groupe).
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Nous avons réalisé en immuno-histochimie un co-marquage des neurones (Huc/D) NO™ au
sein des plexus myentériques (figure 29 A). Le pourcentage des neurones nitrergiques au sein
de la population totale des neurones composant les plexus myentériques a été évalué pour les
animaux contréles, irradiés et irradiés traités par CSM. Le résultat est representé sous forme

d’histogramme en figure 29B.

Chez les animaux irradiés, nous observons un doublement significatif du pourcentage de
neurones nitrergiques par rapport aux animaux controles au sein des plexus myentériques
(*P< 0.05). Pour les animaux irradiés traités par CSM, le pourcentage de neurones
nitrergiques est similaire & celui obtenu pour les animaux contréles. Nous observons en effet
une diminution statistique de leur pourcentage chez les animaux irradiés traités en CSM par

rapport a celui quantifié chez les animaux irradiés non traités (+P< 0.05).

Ces résultats suggérent que l’irradiation entraine une augmentation du NO’ d’origine

neuronale au niveau du célon qui pourrait étre réduite suite a un traitement par des CSM.

Le role de ces neurones dans les processus d’altération de la contractibilité
colique et de la sensibilité viscérale, ainsi que I’effet bénéfique de leur régulation par les

CSM sur ces altérations radio-induites, peuvent étre suggérés dans cette étude.

4 RECAPITULATIF DES RESULTATS OBTENUS ET DISCUSSION

4.1 Recapitulatif des résultats

Les résultats complémentaires de cette étude, obtenus au cours de ma thése, ont été
présentés dans ce chapitre de résultats.

La réalisation de ces études expérimentales permet (figure 30):

e de caractériser plus précisément les mécanismes de la physiopathologie des
complications intestinales radio-induites dans notre modeéle. En effet, nous démontrons
apres irradiation, associée a I’altération de la sensibilité viscérale, une diminution de la
contractibilite du muscle circulaire colique lorsqu’une stimulation cholinergique est
appliquee. Cette diminution est notamment liée a une augmentation du contréle

inhibiteur, exerce par le SNE, sur les fibres musculaires,
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e de suggérer une double implication du NO°, et notamment du nNO’, dans les

altérations radio-induites décrites (figure 30, fleches bleues et fléches 2 et 3), et,

e de démontrer le bénéfice thérapeutique des CSM sur ces deux altérations radio-

induites dans nos conditions expérimentales. La capacité des CSM a réguler le NO'

d’origine neuronale au niveau du colon pourrait jouer un rdle important dans le

rétablissement du dysfonctionnement de la contractibilité musculaire colique mais

également de I’altération de la sensibilité viscérale (figure 30, fleches vertes).
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Figure 30: Schéma récapitulatif des différents résultats présentés dans cette partie et de leurs

intrications supposées.

Les fleches pleines correspondent aux démonstrations expérimentales effectuées dans notre

modéle d’étude. Les fleches en pointillées correspondent (i) aux modifications biologiques

présumées aprés irradiation que nous n’avons pas étudié dans cette étude, et, (ii) aux

intrications probables entre les altérations biologiques et/ou fonctionnelles démontrées ou

suggerées dans cette étude. Les éléments donnés en rose, en vert et en bleu correspondent

respectivement aux altérations radio-induites, a 1’effet du traitement par les CSM ou le L-

NAME sur ces altérations (éléments démontrées ou présumés).

Des expérimentations supplémentaires pourront étre envisagées afin de compléter cette

étude et ainsi valider les hypothéses qui sont proposées dans la partie discussion qui suit.
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4.2 Discussion des résultats

Au regard de ces résultats nous avons décidé de discuter dans cette sous-partie :

e de I’implication du NO" dans les mécanismes de ’hypersensibilité viscérale ;

e du role que pourrait jouer 1’altération des fibres musculaires lisses dans la réponse
contractile que nous observons aprés irradiation. Nous évoquons aussi le bénéfice
de I’injection des CSM dans leur potentiel de restauration ;

e du double bénéfice thérapeutique de I’injection des CSM dans la restauration des

altérations radio-induites observées.

4.2.1 Lerobledu NO’ et la sensibilité viscérale

Nous démontrons apres irradiation une implication fonctionnelle du NO" (barostat,

expérimentation avec le L-NAME) dans I’altération de la sensibilité viscérale.

L’origine du NO" peut étre mixte: neuronale, endothéliale (figure 30, fleche 1) et
inflammatoire (figure 30, fleche 1). Dans le contexte de I’irradiation, I’augmentation du NO’
dans la muqueuse intestinale chez des rongeurs est au moins en partie d’origine inflammatoire
(Erbil et al., 1998; Freeman and MacNaughton, 2000) et d’ailleurs probablement mixte. Les
résultats obtenus suite a 1’inhibition de la NOS dans notre modele pourraient donc étre la
résultante de I’inhibition de la production de NO® d’origine diverse. L’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques des différentes NOS, comme évoqué précédemment, nous permettrait de répondre

a cette question.

Lors de nos expériences nous avons cependant démontré une augmentation du pourcentage
des neurones nitrergiques au sein des plexus myentériques. Or, des études attestent d’une
implication du NO® d’origine neuronale et/ou des neurones nitrergiques dans la
physiopathologie de I’hypersensibilité viscérale.

D’une part Tjong et al., mettent en évidence dans un modéle de stress de déprivation
maternelle que I’augmentation du NO’, spécifiquement d’origine neuronale, au niveau de
I’intestin, est impliquée dans les mécanismes périphériques de 1’hypersensibilité viscérale
(Tjong et al., 2011). D’autre part, Suckow et al., suggérent méme 1’existence d’une population
specifique de neurones nitrergiques du SNE, les neurones Afférents Colospinaux (CAN), qui

seraient directement impliques dans la nociception viscérale. Ces CAN projettent directement
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au niveau L6-S1 de la moelle épiniere dans les laminae I-11. Ils expriment le récepteur PAR2
mais pas le récepteur TRPV1 (Suckow and Caudle, 2008). De plus, dans leurs études de 2009
et 2012, ces auteurs suggérent que les CAN seraient plus précisément impliqués dans les
processus de maintien de 1’hypersensibilité viscérale en conditions inflammatoires (Suckow
and Caudle, 2009 and Suckow et al 2012). Ainsi, I’augmentation des neurones nitrergiques
dans notre modéle ou une inflammation radio-induite a été décrite (Bessout et al., 2013)
pourrait correspondre en partie a une augmentation de ces CAN. Par une telle hyperplasie de
ces neurones, le NO® pourrait donc participer aux mécanismes de maintien de
I’hypersensibilité viscérale radio-induite que nous avons mis en évidence dans notre modele

d’étude (cf. chapitre 111 article 1).

Cependant, une implication directe du neuromédiateur NO® dans les processus
physiopathologiques de la douleur viscérale est aussi a considérer au niveau du systéme
nerveux central. A ce titre, Coutinho et al., démontrent par exemple au niveau de la corne
dorsale de la moelle épiniere, I’'implication de ce neuromédiateur dans le maintien de
I’hypersensibilité viscérale dans un modéle d’inflammation colique chez le rat (Coutinho et
al., 1996). Dans notre étude experimentale, nous avons utilisé le L-NAME qui est un composé
capable de traverser la barriere hémato-encéphalique. L’implication du NO’ au niveau du
systeme nerveux central dans la physiopathologie de I’hypersensibilité viscérale radio-induite
n’est donc pas a mésestimer dans notre modé¢le d’étude. Une injection intrathécale de NOS,
préalablement a la réalisation d’un test de RVM en réponse a des DCR permettrait d’amener

des ¢léments de réponse sur ce point dans notre modele d’étude.

4.2.2 L’implication des fibres musculaires lisses dans les réponses de

contractibilité musculaires coliques observées.

Nous avons démontré que la diminution de la contractibilité musculaire observée
dans notre modele aprés irradiation est en partie, le résultat d’une augmentation du
contréle inhibiteur exercé par le SNE sur les fibres musculaire lisses coliques.

L’activité contractile du c6lon est aussi soumise a un controle myogénique i.e. a la capacité
des cellules musculaires lisses de 1’intestin a générer une activité électrique.

Or, I’altération des fibres musculaires lisses coliques apres irradiation (figure 30, fleche 4),
bien que ce point n’ait pas été étudié au cours de ma these, participe probablement a

I’altération de la contractibilit¢ musculaire colique observée aprés irradiation. En effet, des
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altérations moléculaires, structurelles et fonctionnelles des fibres lisses musculaires aprés
irradiation ont déja été démontrées dans différents modéles d’étude (Alexakis et al., 2001,
2004; Esposito et al., 1996; Heckenkamp et al., 2004; Schachinger et al., 1982).
Particulierement, Esposito et al., démontrent 1’augmentation des récepteurs a la SP au niveau
des fibres musculaires lisses intestinales apres irradiation (Esposito et al., 1996). Or, la SP est
décrite comme étant directement impliquée dans les régulations physiologiques intestinales
notamment du péristaltisme et de ’activité propulsive de cet organe. D’autre part, la présence
d’un processus inflammatoire, comme décrit dans notre modéle (Bessout et al., 2013), peut
également favoriser de telles modifications. En effet, Chéon et al., démontrent notamment une
diminution de I’expression, par les fibres musculaires lisses, des Transient Receptor Potentiel
Canonical TRPC dans un modele d’inflammation au TNBS chez la souris. Les auteurs de
cette étude démontrent que de telles modifications moléculaires sont associées a une

diminution de la contractibilité musculaire colique (Cheon et al., 2012).

Ensuite, nous avons démontré que la restauration de la contractibilité colique par les
CSM est favorisée par leur modulation de la balance inhibitrice/excitatrice du SNE,

altérée par P’irradiation.

Outre cet effet observé expérimentalement, la capacité des CSM a agir par une action
directe sur les fibres musculaires lisses peut étre suggérée, et, probablement participer ainsi a
la restauration de 1’activité contractile du muscle circulaire colique. En effet, de nombreuses
études réalisées in vitro demontrent la capacité des CSM a se différencier en cellules ayant un
phénotype et/ou une activité contractile similaires a celles de cellules musculaires lisses
(Espagnolle et al., 2014; Gong and Niklason, 2011; Kinner et al., 2002; Park et al., 2013;
Wang et al., 2006). De plus, des résultats similaires ont été obtenus in vivo dans un modele
d’infarctus du myocarde chez le rongeur lorsque les CSM sont injectées localement. Les
auteurs de cette étude suggerent qu’elles pourraient exercer leur effet via leur différenciation
in vivo (Quevedo et al., 2009). Cependant, dans cette derniére étude, une action paracrine des

CSM dans la restauration de I’activité contractile du myocarde ne peut cependant étre exclue.

Ainsi I’altération radio-induite de la contractibilité musculaire du colon, et sa restauration
successivement au traitement par CSM pourraient aussi étre dépendante de ’état d’activité

des fibres musculaires lisses dans notre modéle d’étude.
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4.2.3 Le double bénéfice thérapeutique des CSM

L’altération chronique de la motricité intestinale peut participer a une sensibilisation des
fibres nerveuses sensorielles et entrainer a terme une augmentation de la sensibilité viscérale.
De plus, dans un contexte périphérique déja sensibilisé, la genese de contractions géantes
migrantes intestinales peuvent étre a 1’origine des douleurs abdominales, comme cela est
décrit pour des patients atteints d’IBS ou d’IBD (Annese et al., 1997; Chey et al., 2001;
Clemens et al., 2003; Kellow and Phillips, 1987; Wood, 2007) (figure 30, fleche 5).

Dans le chapitre 111 de cette thése, nous avons décrit les mécanismes d’une sensibilisation
périphérique apres irradiation et suggérons I’implication des MC et de leur communication

avec les fibres nerveuses dans ce processus pathologique.

Les résultats de nos expériences présentés dans ce chapitre IV suggérent une altération
radio-induite de la motricité du colon. En effet, nous observons dans les zones irradiées
coliques (i) une diminution de I’efficacité du controle excitateur cholinergique sur la
contractibilité des muscles circulaires, (ii) une augmentation du contréle inhibiteur de type
nitrergique sur la contractibilité des muscles circulaires, et, (iii) une augmentation de
I’immuno-marquage par la SP des fibres nerveuses observées dans la couche musculaire

circulaire (résultats décrits et discutés dans I’article 1 du chapitre I11).

Dans nos diverses études, nous démontrons aussi que les CSM modulent les
différentes altérations radio-induites : sensibilisation périphérique (résultats du chapitre
I11) et altérations fonctionnelles de la contractibilité musculaire (résultats du chapitre 1V).
Par ce double bénéfice thérapeutique, les CSM pourraient ainsi certainement favoriser la

réversion de I’allodynie mécanique radio-induite dans notre modele.
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La thérapie cellulaire s’inscrit comme un outil prometteur en médecine régénérative pour
le traitement des altérations tissulaires et fonctionnelles organiques. Les stratégies
thérapeutiques, & base de cellules souches, sont désormais plébiscitées par la communauté
scientifiqgue et médicale dans le cadre du traitement de pathologies incurables, comme la
maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou le diabéte. Les avancées scientifiques et
technologiques, réalisées dans le domaine des cellules souches ces 20 derniéres années, ont en
effet favorisé leur utilisation en tant que produit de thérapie cellulaire.

Plus particulierement, les CSM, de par leurs caractéristiques et leurs propriétés
biologiques, sont un des produits cellulaires les plus utilisés en médecine régenérative. Leur
potentiel thérapeutique a déja fait ses preuves, notamment dans le traitement des pathologies
inflammatoires du tube digestif ou IBD, et ceci, a la fois dans le cadre d’études
expérimentales (Chen et al., 2013) et d’essais cliniques (Duijvestein et al., 2010; Lazebnik et
al., 2010). Dans ces contextes pathologiques, leurs propriétés immuno-modulatrices et

régeénératrices constituent un réel atout thérapeutique.

La « pelvic radiation disease » est une pathologie multi-organes, induite par 1’effet des
rayonnements ionisants, délivrés localement et a forte dose (radiothérapie), au niveau des
tissus sains ; et, elle est caractérisée par des dommages lésionnels et fonctionnels multiples et
irréversibles. Les affections occasionnées engendrent des complications gastro-intestinales
notamment tardives tres invalidantes pour un nombre grandissant de patients. Les traitements
utilisés dans ce contexte sont seulement symptomatiques. A ce jour, aucune stratégie curative,
qui permettrait de s’attaquer directement aux altérations biologiques sous-tendant ces
symptdmes, n’a été validée.

Ainsi, et, sur la base des caractéristiques physiopathologiques décrites de cette pathologie
radio-induite, I’utilisation des CSM en thérapie cellulaire, semble étre une stratégie

prometteuse pour induire un processus de guérison chez les patients concernes.

Parmi les symptdmes attribués a la « pelvic radiation disease », les douleurs viscérales
chroniques font partie de ceux qui impactent le plus considérablement la vie de ces
«survivants au cancer ». Les co-morbidités psychiatriques occasionnées peuvent étre
ravageuses, et, pour autant, la prise en charge de ces douleurs, complexes, reste
insatisfaisante. Un tel constat découle notamment de I’absence d’études expérimentales sur

ces douleurs viscérales radio-induites et sur le manque de compréhension des mécanismes
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biologiques spécifiques les sous-tendant. Une analyse mécanistique semble pourtant

nécessaire afin de proposer des solutions de traitements efficaces.

Au sein de notre laboratoire, un modéle d’ulcération colorectale chez le rat reproduisant
des lésions histologiques similaires & celles observées chez des patients soumis a une
radiothérapie pelvienne a été développe et caractérisé (Frangois et al., 2013; Sémont et al.,
2013). Dans ce modele, une augmentation du processus inflammatoire a aussi été caractérisee
apres irradiation (Bessout et al., 2013). A ce titre, une hyperplasie mastocytaire a notamment
été décrite. De plus, des données internes du laboratoire suggerent des altérations de la
motricité colique. Dans des pathologies de type IBS et IBD, de telles altérations biologiques
participent aux meécanismes périphériques de I’hypersensibilité¢ viscérale. Ainsi, 1’étude de
I’hypersensibilité viscérale radio-induite dans le modele développé au laboratoire peut étre
envisagée. D’autre part, I’implication des modifications biologiques précédemment évoquées,
dans les mécanismes périphériques sous-tendant ce type de douleur, apres irradiation, peut

étre examinée.

En outre, les connaissances sur le bénéfice thérapeutique des CSM, caractérisées dans ce
modele d’étude, doivent étre élargies. Dans ce modele, les CSM sont capables de moduler les
altérations radio-induites susceptibles d’étre étiologiqguement responsables de I’apparition de
sensations douloureuses, comme les processus inflammatoires (Bessout et al., 2013). De plus,
les CSM, par leurs actions biologiques pléiotropiques et multi-sites, pourraient représenter un
outil thérapeutique de choix dans la modulation de telles douleurs chroniques. En effet, en
agissant a différents niveaux, périphérique et/ou central, les CSM injectées par voie i.v.
modulent la douleur chronique neuropathique d’origine somatique chez les rongeurs, et ceci
pendant plusieurs mois aprés leur injection (Guo et al., 2011; Siniscalco et al., 2011). Enfin,
I’étude de Voswinkel et al., suggere une diminution de la douleur chez trois patients ayant
recu, a titre compassionnel, des injections de CSM. Toutefois, jusqu’a présent aucune étude
expérimentale ne s’est attachée a démontrer le potentiel antinociceptif d’une injection
systémique de CSM dans un modele d’hypersensibilité viscérale, qu’elle soit d’origine radio-

induite ou tout autre.

Ce travail, dans la continuité des recherches du laboratoire, s’est ainsi articulé autour de

plusieurs axes majeurs.
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Tout d’abord, le modéle d’ulcération colorectale radio-induite chez le rat a été validé en
tant que modeéle de douleur viscérale chronique. En effet, une hypersensibilité viscérale a la
DCR, associée a une hyperexcitabilité neuronale (immuno-histochimie) spinale qui perdure
dans le temps ont d’abord été démontrées. Cette étude cinétique a ét¢ menée de 2 semaines
jusqu’a 8 semaines apres irradiation.

Ensuite, nous avons mis en évidence I’implication fonctionnelle des MC dans les
mécanismes périphériques de I’hypersensibilité viscérale radio-induite. Une corrélation a
d’ailleurs été¢ observée entre 1’augmentation de la proximité des MC tryptase+ et des fibres
nerveuses au niveau du colon et, I’altération de la sensibilité viscérale apres irradiation. Dans
cette étude, la participation du NO® dans les mécanismes périphériques de sensibilisation a
aussi ¢été¢ suggérée. Elle pourrait notamment étre le résultat d’une augmentation du

pourcentage des neurones entériques du célon exprimant la nNOS aprés irradiation.

Une altération de la contractibilité colique a aussi été démontrée apres irradiation dans
notre modele. Une telle altération pourrait jouer un role dans 1’altération de la motricité

intestinale et favoriser de maniére indirecte 1’altération de la sensibilité viscérale.

Enfin, Pefficacité des CSM comme agent antinociceptif pour moduler 1’hypersensibilité
viscérale radio-induite chronique a été démontrée, et ceci, dans des conditions expérimentales
diverses. Au niveau du c6lon irradié, 1 semaine apres le traitement par CSM, une diminution
a la fois des interactions entre les MC tryptase+ et les fibres nerveuses et du pourcentage des
neurones entériques nitrergiques au sein des plexus myéntériques a été observée. De plus, le
traitement par CSM permet aussi de rétablir la contractibilité colique altérée au niveau du
cblon irradié. Le potentiel antinociceptif des CSM pourrait résulter notamment de ces

modifications biologiques observées apres traitement chez des animaux irradiés.

Dans une premiére partie, je me propose d’expliciter et de valider, au regard de la
littérature, les choix stratégiques expérimentaux mis en ceuvre au cours de mon projet

doctoral.
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1 LE CHOIX DES STRATEGIES EXPERIMENTALES

1.1 La pertinence du modeéle d’étude de la « pelvic radiation disease »

Nous avons décidé d’étudier I’hypersensibilité viscérale chronique radio-induite dans le

modele d’ulcération colorectale radio-induite mis en place, chez le rat, au sein du laboratoire.

Dans ce modele, les rats sont soumis a une irradiation localisée au niveau colorectal a la
dose unique de 27 Gy. La fenétre d’irradiation correspond a une zone de 2 cm sur 3 cm

comme représente sur la figure 31.

Masque
d'anesthésie mummmy s
gazeuse ¥

Figure 31 : Vue de dessous d’un rat (275 grammes) et délimitation de la fenétre d’irradiation colorectale.
L’application de la dose de 27 Gy se fait via une source de cobalt 60 sous anesthésie gazeuse (rayonnementy,

1 Gy/ min).

Les raisons pour lesquelles mon étude a été menée dans ce modéle d’étude ont déja été

discutées, notamment, en introduction de cette discussion.

En revanche, I’ensemble des paramétres qui valide I’utilisation d’un tel modéle en tant que
modele de « pelvic radiation disease » adapté a 1’étude des 1ésions intestinales radio-induites,

n’a été que partiellement évoquées. Ces parametres sont donc discutés dans cette sous-partie.

1.1.1 Le choix de l’application d’une dose d’irradiation forte et unique

au niveau intestinal
Tout d’abord, parmi 1’ensemble des organes sains exposés aux rayonnements ionisants lors
d’une radiothérapie pelvienne, le laboratoire a choisi de s’intéresser plus spécifiquement aux

effets des rayonnements ionisants sur le tractus digestif. En effet, lors de ce type de

traitement, il est a la fois I’organe qui présente la plus grande toxicité organique et celui qui
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engendre les complications qui alterent le plus grandement la qualité de vie de ces

« survivants au cancer » (Andreyev, 2007; Andreyev et al., 2010, 2011).

Bien que la mise en place d’une telle procédure expérimentale soit ¢loignée des protocoles
de radiothérapie, fractionnés (classiqguement par dose de 2 Gy), elle est indispensable a
I’obtention des 1ésions sévéres avec I’apparition d’une fibrose intestinale dans des modéles de
rongeurs. En effet, ces animaux sont plus radiorésistants et ont une meilleure capacité de
régénération que les hommes. Ainsi, afin d’obtenir le type de lésions souhaité dans les
modeles murins, une forte dose d’irradiation et une application unique sont préférables
(Followill and Travis, 1995; Followill et al., 1993; Gremy et al., 2008; Langberg et al., 1992).

De telles conditions expérimentales (fortes doses d’irradiation) impliquent alors
I’utilisation d’une irradiation localisée, et exclue la pratique d’une irradiation corps entier, qui

entrainerait la mort des animaux avant I’apparition d’une fibrose intestinale radio-induite.

1.1.2 Le choix d’un modeéle d’irradiation localisée au niveau colorectal

Il est alors possible de travailler sur I’intestin gréle ou le colon-rectum. Avant d’expliquer
notre choix qui s’est porté sur le colon-rectum, je me propose de vous présenter brievement

les différents modeéles d’études de 1ésions intestinales radio-induites existants.

Les modéles d’études de 1ésions radio-induites de I’intestin gréle de rongeurs ont été
d’abord développés et caractérisés en précoce et en tardif dans d’autres laboratoires (Hauer-
Jensen et al., 1983, 1985, 1998; Rubio and Jalnas, 1996). Dans ces modeles, une chirurgie est
nécessaire pour permettre d’irradier 1’intestin gréle a forte dose sans exposer d’autres organes.
Deux techniques peuvent étre mises en place : (i) la technique de I’intestin scrotalisé et (ii)
celle de la anse intestinale extériorisée (Hauer-Jensen et al., 1983; Rubio and Jalnas, 1996).
Dans le premier cas, une anse du gréle est positionnée dans le scrotum du rat castré, et peut
étre irradiée a plusieurs reprises. Dans le deuxiéme cas, I’anse intestinale est externalisée,
irradiée puis replacée dans 1’abdomen de I’animal ; et, ’intestin ne peut donc étre irradié
qu’une seule fois. Des modé¢les d’irradiation colorectale chez le rongeur ont aussi été
développés et caractérisés (Followill and Travis, 1995; Followill et al., 1993). lls permettent
entre autre de s’affranchir de I’étape chirurgicale et du biais expérimental que ce type de

procédure peut occasionner, avec notamment un risque d’infection.
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Dans notre cas, nous avons souhaité travailler avec un modéle d’irradiation localisée au
niveau du célon-rectum, ce qui nous permet de nous affranchir de I’étape de chirurgie, mais
aussi et surtout, sur la base des arguments expliqués en suivant. Tout d’abord, comme décrit
dans le premier chapitre de cette these, un grand nombre de patients est concerné par les effets
des rayonnements ionisants au niveau de la partie distale du tractus digestif. En effet, le c6lon
et le rectum sont des OAR de cancers pelviens a forte prévalence dans la population (cf.
chapitre | partie 1.3). De plus, leur position fixe dans le pelvis favorise la répétition de leurs
expositions aux rayonnements ionisants lors des différentes séances de radiothérapie (Bessout
et al.,, 2013). Enfin, en utilisant une telle configuration d’irradiation, des portions d’autres
organes pelviens, comme la vessie, la prostate et les vésicules séminales, sont exposées aux
rayonnements ionisants. La « pelvic radiation disease » étant une pathologie multi-organes,

ceci est intéressant dans le contexte de notre étude.

De plus, comme démontré dans notre laboratoire, 1’utilisation de la dose unique de 27 Gy
localisée au niveau colorectal permet de reproduire les altérations histologiques observées
dans des résections de patients 5 a 7 semaines apres avoir été soumis a une radiothérapie pre-
opérative pelvienne (45 Gy, fraction of 2 or 1.8 Gy) pour lutter contre des adénocarcinomes
multiples rectaux (Francois et al., 2013; Sémont et al., 2013). En effet, des Iésions sévéres et
irréversibles, comme celles décrites chez les patients avec 1’apparition de processus
inflammatoires, d’une ulcération de la muqueuse, de la mise en place de fibrose et de
dommages vasculaires et musculaires, sont observées (Francois et al., 2013; Jullien et al.,
2009; Sémont et al., 2013).

Dans mon travail de these, ce modele a donc été utilisé afin d’étudier 1’hypersensibilité

viscérale radio-induite et sa modulation par les CSM.

1.2 Le choix des CSM et des conditions expérimentales de leur

utilisation

Le bénéfice thérapeutique des CSM est avéré expérimentalement dans un contexte radio-
induit, et, en tant qu’agent antinociceptif dans le cas des douleurs somatiques d’origine
neuropathique (cf. chapitre | partie 6.3.2). Leurs effets biologiques pléitropiques et multi-sites
en font des armes thérapeutiques de choix pour évaluer leur potentiel dans la modulation de

I’hypersensibilité viscérale radio-induite.
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De plus, dans un cadre clinique, leur faible immunogénicité et leurs propriétés
immunosuppressives facilitent leur utilisation dans un contexte allogénique. Au-dela de ces
aspects, leur utilisation est favorisée par : (i) leur accessibilité, (ii) leur potentiel d’expansion
en culture, (iii) I’absence de probléme éthique que leur utilisation pourrait susciter, et, enfin
(iv) leur innocuité, avérée jusqu’a ce jour (cf. chapitre I partie 6.3).

Ces ¢léments sont autant d’arguments qui ont orienté notre choix vers les CSM en tant que

stratégie thérapeutique dans le cadre de mon projet doctoral.

Les conditions expérimentales que nous avons mises en ceuvre au cours de ce travail de

recherche pour évaluer leur efficacité sont discutées ci-apres.

1.2.1 Le choix de la voie d’injection systémique des CSM

Afin de se rapprocher des conditions cliniques et d’obtenir un bénéfice thérapeutique
optimal, dans notre contexte, nous avons décidé de procéder a I’injection des CSM par voie

iv..

En effet, lors d’essais cliniques utilisant les CSM , la voie d’injection par i.v. est la plus
communément utilisée (http///clinicaltrials.gov). En outre, dans le cas d’une pathologie multi-
organes, ce type d’injection plutdt qu’une injection locale peut étre préféré, car elle permet
une meilleure dispersion des cellules vers les sites l1ésés ou inflammés. De plus, dans le cas
d’un organe interne, comme le cOlon, la voie d’injection locale est délicate et plus

contraignante pour le patient.

Enfin, I’utilisation d’une telle stratégie nous a également permis de pouvoir nous appuyer
sur les données du laboratoire obtenues dans notre modéle d’étude dans des conditions

expérimentales similaires.
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1.2.2 Le choix de la quantité de CSM injectées

Afin d’évaluer le potentiel antinociceptif des CSM dans notre étude, sur la base de
recherches bibliographiques et de I’expérience acquise au sein du laboratoire, nous avons

défini deux quantités de cellules a injecter.

Dans une premiére série d’expériences, nous avons décidé d’évaluer I’effet d’une injection

de 1,5 millions de CSM sur I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Jusqu’alors, I’effet antinociceptif d’une injection systémique de CSM avait été évalué dans
quelques études a 1’aide de modeéles murins de douleur neuropathique. Guo et al., ont
démontré un effet antinociceptif des CSM chez des rats neuropathiques lorsque 1,5 millions
de cellules étaient injectées par voie i.v. . Lorsque ces auteurs injectaient une quantité moindre
de cellules, cet effet n’était pas retrouvé (Guo et al., 2011). Nous nous sommes basés sur les
résultats obtenus par cette équipe car la comparaison avec 1’étude de Klass et al., ainsi que
celle de Siniscalo et al., s’avérait plus délicate au regard de nos contextes expérimentaux
respectifs. En effet, dans 1’étude de Klass et al., ce sont des cellules mononuclées de moelle
osseuse totale qui sont injectées (Klass et al., 2007) alors que dans 1’étude de Siniscalo et al.,,

les animaux neuropathiques sont des souris (Siniscalco et al., 2011).

D’autre part, dans une deuxieme série d’expériences, nous avons décidé d’évaluer le
bénéfice de I’injection par voie i.v. de 5 millions de cellules sur I’hypersensibilité viscérale
radio-induite, pour se rapprocher des conditions expérimentales classiquement utilisées au

laboratoire.

En effet dans notre modéle d’étude, ’efficacité thérapeutique de 1’injection de différentes
quantités de CSM a été testée sur leur potentiel de réparation des lésions radio-induites.
Tandis que pour 100 000 et 1 million de cellules injectées, aucune amélioration statistique du
score lésionnel n’a été obtenue, 1’injection de 5 ou 10 millions de cellules a permis une
amélioration significative de ce score (Sémont et al., 2013). Comme I’injection de 10 millions
de cellules augmente le risque d’embolie pulmonaire et de mort chez les animaux traités
(données internes au laboratoire), 1’injection de 5 millions de cellules lui a été préférée. Pour
cette quantite de cellules injectées, une modulation des processus inflammatoires radio-induits

a d’ailleurs aussi été mise en évidence au sein du laboratoire (Bessout et al., 2013).
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Nous avons injecté les cellules a chaque fois apreés leur 1% passage de culture, en P1. Le
bénéfice thérapeutique des CSM dans de nombreuses études semble en effet étre dépendant
du nombre de passages avant leur injection. Ceci semble aussi étre le cas en ce qui concerne

leur potentiel antinociceptif (Guo et al., 2011).

Pour les deux quantitéts de CSM injectées, nous avons démontré une réversion de
I’allodynie mécanique radio-induite une semaine aprés leur injection. Un tel potentiel
antinociceptif des CSM n’a jusqu’alors été démontré expérimentalement que dans le cas de
douleurs neuropathiques somatiques (Guo et al., 2011; Klass et al., 2007; Musolino et al.,
2007; Siniscalco et al., 2010, 2011). Nos résultats démontrent expérimentalement, pour la
premiere fois, le pouvoir antinociceptif des CSM dans le cadre d’une hypersensibilité

d’origine viscérale et dans un autre contexte pathologique, complexe, radio-induit.

En revanche, nous n’avons pas mis en évidence un tel effet 1 jour apres leur injection, a la
dose de 1,5 millions. Ce dernier résultat est en accord avec celui obtenu par Siniscalo et al., en
2010 dans un modele de douleur neuropathique établie. En effet, dans ce modéle, un effet
antinociceptif des CSM n’a été mis en évidence que 6 jours apres leur injection locale alors
qu’aprés 3 jours aucun effet n’a été observé (Siniscalco et al., 2010). L’effet antalgique des
CSM semble donc se mettre en place progressivement, au bout de quelques jours, comme cela
a été également décrit pour les patients d’Epinal ayant recu des CSM a titre de traitement

compassionnel (Voswinkel et al., 2013).

1.2.3 Le choix du moment de l’injection des CSM

Nous avons décidé d’évaluer le potentiel antinociceptif des CSM lorsque les cellules sont
injectées 3 et 4 semaines apres irradiation a savoir lorsque I’hypersensibilité viscérale est

établie et persistante.

En effet, ’application de la thérapie cellulaire par CSM dans le cadre des effets
secondaires des radiothérapies est envisagée a titre curatif i.e. dans un contexte ou les
complications sont importantes et tardives. Dans le contexte de la clinique, un traitement par
CSM préventif semble en effet peu envisageable. Ainsi, dans 1’objectif de mener une
recherche expérimentale a visée transrationnelle, nous avons décidé d’évaluer I’effet des CSM

sur une douleur pouvant étre considérée comme chronique.
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Pour les deux temps d’injection des CSM selectionnés, nous avons obtenu une réversion

de I’allodynie mécanique une semaine apres le traitement.

Perspectives expérimentales de cette partie 1.2 :

Les résultats de cette thése suscitent de nouvelles questions scientifiques. Sans lister les
perspectives multiples de ce travail autour du potentiel antinociceptif des CSM, deux types
d’expérimentations  pourraient étre directement envisagés. Ces expéerimentations
permettraient d’aller plus loin dans [’évaluation de la pertinence de ['utilisation d’'une telle
stratégie thérapeutique et dans la connaissance des parametres importants a considérér au

moment de [’appliquer.

Tout d’abord, afin de mieux appréhender [’effet antinociceptif des CSM, il serait
intéressant d’évaluer la durée de cet effet, et, ceci notamment pour différentes quantités de
cellules injectées. Dans le cadre de cette étude, nous n’avons pas été en mesure d’étudier un
effet de ces CSM a plus long terme aprés leur injection pour des raisons d’ordre technique et
éthique liées a ['utilisation des électrodes. Un moyen de remédier a ce probléme serait
d’utiliser un dispositif de téléemétrie qui permettrait d’enregistrer a distance [es contractions

abdominales des animaux, et, donc, de s affranchir du probleme posé par les électrodes.

De plus, il serait intéressant d’évaluer [’effet antinociceptif des CSM pour des temps plus
tardifs aprés irradiation. En effet, bien que les courbes de RVM obtenues suite a des DCR
soient identiques aux temps testés, la physiopathologie de [’hypersensibilite viscérale (au
moins au niveau périphérique) évolue au cours du temps. Des données du laboratoire
démontrent notamment au niveau du célon, une évolution des phénomeénes inflammatoires et
neuroplastiques apres irradiation. Il semble donc important d’évaluer le potentiel
antinociceptif des CSM injectées pour des temps plus tardifs aprés irradiation, par exemple a

8 semaines.

Dans cette deuxiéme partie, les résultats obtenus lors des études de la douleur viscérale
radio-induite et de sa physiopathologie, menées au niveau du colon, sont replacés dans le
contexte général de la littérature.
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2 LES CARACTERISTIQUES DE LA DOULEUR VISCERALE RADIO-INDUITE

ET DE SA PHYSIOPATHOLOGIE

Nous avons procédé, pour la premiére fois, a 1’étude expérimentale de la douleur viscérale
suite a une irradiation de la zone pelvienne chez le rat. Dans un premier temps, afin de valider
la pertinence de I’utilisation du modéle d’ulcération colorectale radio-induite (27 Gy) en tant
que modéle de douleur viscérale chronique, nous avons mené une étude cinétique 2, 4 et 8
semaines apres irradiation, et démontré:

e que les profils de courbes de RVM en réponse a des DCR étaient similaires aux

différents temps testés, et

e e maintien d’une activation neuronale, au niveau spinal, par le biais d’une étude

immuno-histochimique. En effet, le maintien dans le temps d’une hyperexcitabilité
neuronale (sensibilisation centrale) est considéré comme un marqueur de neuroplasticité
centrale pouvant attester d’un caractére persistant de la douleur (Coffin et al., 2004;

Latremoliere and Woolf, 2009).

La sous-partie qui suit donne des éléments qui pourraient permettre d’expliquer les profils

de courbes obtenues en test de RVM, dans notre modéle.

2.1 Des hypotheses pour expliquer I'hypo-réponse obtenue lors du test

au barostat

Dans ce travail de recherche, nous avons observé chez les animaux irradiés une allodynie,
qui atteste d’une hypersensibilité viscérale a la DCR. Puis, pour I’application de pressions
nociceptives, 45 et 60 mmHg, nous avons obtenu une hyposensibilité chez les animaux
irradiés en comparaison avec les réponses obtenues pour des animaux controles. La

compliance entre les animaux témoins et irradiés ne differe pas dans ces expériences.

Dans la littérature, a notre connaissance, ce type de réponse n’a jamais ét¢ décrit. Deux
types de réponse sont généralement observés dans les modéles de rongeurs: (i) une
hypersensibilité, ¢’est le cas le plus courant (cf.chapitre | partie 5) ou (ii) une hyposensibilite,
trés rarement, comme dans I’étude de Wang et al., par exemple lors d’une phase

inflammatoire intestinale sévére (Yang et al., 2009).
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Nous ne nous sommes pas intéressés, d’un point de vue expérimental, aux causes de
I’apparition de cette hypo-réponse. Cependant, les courbes de RVM en réponse a des DCR
permettent d’évaluer 1’état du systeme nociceptif des animaux. Ainsi, plusieurs hypotheses
sont envisageables pour expliquer la survenue de cette hypo-réponse obtenue au barostat dans

nos expérimentations.

L’hypothése que nous émettons est que cette hypo-réponse pourrait notamment étre le
résultat d’un processus de désensibilisation des fibres nerveuses, au cours du passage des
animaux au barostat et ce, suite a I’application répétés et/ou croissantes de stimulations
mécaniques du cblon. Une désensibilisation des fibres nerveuses (i) innervant le c6lon et/ou
(ii) du systeme nerveux central pourrait alors étre envisagée. Ces deux hypotheses (i) et (ii)
(non exhaustives) sont présentées de maniére plus détaillée dans les deux sous-parties

suivantes.

2.1.1 L’hypothése d’une désensibilisation des fibres sensorielles

afférentes au colon

La premiére hypothese que nous émettons est celle de la désensibilisation partielle des

fibres nerveuses afférentes au colon au cours de 1I’expérimentation.

2.1.1.1 Quel processus biologique permettrait d’expliquer I'obtention
d’une hypersensibilité suivie d’'une hypo-réponse, dans notre

modele d’étude ?

Un tel phénomeéne, observé dans notre modele d’étude, pourrait résulter notamment du
contexte inflammatoire radio-induit périphérique, et, de sa modulation potentielle, lors du
passage des animaux au barostat (figure 32).

Nous nous trouvons dans un contexte dans lequel les fibres nerveuses coliques sont déja
hyper-sensibilisées, et, ceci, en raison notamment de 1’existence d’un processus inflammatoire
inné et adaptatif radio-induit, décrit comme allant de moyen a sévére, qui persiste depuis
plusieurs semaines (Bessout et al., 2013) (données internes du laboratoire). Un tel contexte
inflammatoire peut déja expliquer I’allodynie mécanique radio-induite observée. De plus, lors
du passage au barostat, la stimulation des fibres nerveuses entraine la libération de substances
biologiques susceptibles d’activer ces cellules immunitaires. L’activation ou la «sur-

activation » des différents types de cellules immunitaires en présence, au cours de
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I’application des DCR, pourrait favoriser la libération de divers types de molécules
biologiques par ces cellules. Ainsi, aprés 1’hypersensibilité observée (allodynie), de telles
molécules libérées, pourraient agir sur les fibres nerveuses coliques, et favoriser leur
désensibilisation, au moins partiellement. L hypo-réponse observée chez les animaux irradiés,
en comparaison avec la réponse obtenue pour les animaux contréles, pour les DCR de 45 et

60 mmHg pourrait ainsi s’expliquer.

Passage au barostat

A4

Pression
R

Temps

Modification du Modification du
contexte inflammatoire? contexte inflammatoire?

Inflammation

- Types d'inflammation: aigiie/chronique
- Degré d'inflammation
- Cellules immunitaires dominantes

- Etat d'activation et phénotype des cellules immunitaires } Molécules sécrétées dans le milieu

—T
Soupe inflammatoire B | '/\A
» I
e
Modification de la Modification de la
sensibilité viscérale 7 sensibilité viscérale ?

Figure 32 : Hypothése pour expliquer les profils de courbes de RVM obtenus chez les animaux irradiés qui
sont soumis a I'application de DCR au barostat : la modification de la soupe inflammatoire pourrait favoriser
la désensibilisation des fibres nerveuses en périphérie. Au cours du passage au barostat la soupe
inflammatoire est modifiée (soupe inflammatoire A qui devient progressivement la soupe inflammatoire B).
Une augmentation de certains médiateurs biologiques, une modification du type de médiateurs ou du ratio
d’un type de médiateurs par rapport a un autre, dans la soupe inflammatoire, pourrait étre susceptible de
modifier I'excitabilité des fibres nerveuses en périphérie; et finalement, traduire les réponses de RVM

observées (cf. b de cette sous-partie).
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2.1.1.2 Comment l'inflammation ou les médiateurs de l'inflammation
pourraient désensibiliser les fibres nerveuses en périphérie ?

Plusieurs études démontrent que la perception de la douleur viscérale dépend : (i) de la

nature de l’infiltrat inflammatoire, (ii) de la physiologie ou du phénotype des cellules

inflammatoires en présence, (iii) du type de médiateurs inflammatoires libérés, (iv) du degré

de sévérité de I’inflammation, et (v) de son caractere aiglie ou persistent.

Ceci est explicité en suivant de maniere non exhaustive par trois cas de figure.

Cas de figure numéro 1 : Une sur-stimulation des fibres nerveuses par un médiateur

biologique pourrait participer a la désensibilisation des fibres nerveuses en périphérie.

Park et al., démontrent par exemple qu’en fonction de I’importance de 1’hyperplasie
mastocytaire au niveau intestinal, chez des patients atteints d’IBS, une hypersensibilité ou une
hyposensibilit¢ a la DCR peut étre obtenue. Ils émettent I’hypothése qu’une désensibilisation
des fibres nerveuses intestinales aux mediateurs mastocytaires pourrait se produire quand
I’hyperplasie des MC est trop importante (Park et al., 2006).

Dans notre modéle, nous avons démontré une hyperplasie mastocytaire qui se propage
progressivement a 1’ensemble des compartiments coliques apres irradiation. Les médiateurs
de ces MC, a proximité des fibres nerveuses, doivent déja sensibiliser les fibres nerveuses
coliques dans un état basal (cf. résultats du chapitre I11). Lors du passage au barostat, une
libération accrue de ces médiateurs pourrait finir par désensibiliser les fibres nerveuses

périphériques.

Cas de figure numéro 2: Des médiateurs biologiques de I’inflammation innée

pourraient favoriser la désensibilisation des fibres nerveuses en périphérie.

Des études démontrent que des différences de seuil d’apparition de la douleur pour des
patients atteints de différentes pathologies intestinales, sont corrélées au type de protéines
sérases présentes au sein de leur lumiére intestinale. Plus particuliérement, le ratio d’un type
de protéines sérases par rapport a 1’autre est corrélé au type de réponse obtenue (Annahazi et
al., 2009). D’autres études expérimentales démontrent cette méme corrélation (Annahazi et
al., 2009; Augé et al., 2009). Les différences de réponses obtenues, i.e. I’obtention d’une
hypersensibilité ou d’une hyposensibilité, dépendraient ainsi du type de récepteurs que la

sérine protéase majoritaire activerait préférentiellement. Par exemple, la tryptase, libérée par
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les MC, active préférentiellement PAR2, provoquant de I’hypersensibilité, et, la Cathepsine
G, libérée notamment par les neutrophiles, en activant plutét PAR4 entraine de
I’hyposensibilité (Annahézi et al., 2009; Augé et al., 2009; Cenac et al., 2007). Le type de
cellule immunitaire dominant, et certainement leur état d’activation et/ou leur physiologie,

semblent ainsi étre impliques dans le type de sensation douloureuse ressentie.

A ce titre, dans notre modele d’étude, une infiltration importante de cellules de
I’immunité innée (neutrophiles, macrophages et mastocytes), au niveau de la LP et de la sous
muqueuse qui persiste pendant des semaines apreés irradiation, a été caractérisée (Bessout et
al., 2013). Parmi I’ensemble des cellules immunitaires décrites aprés irradiation, les
neutrophiles représentent la population majoritaire des cellules immunitaires. Leur
stimulation, et, in fine, leur libération accrue, par exemple de cathepsine G, au cours du
passage des animaux au barostat pourrait ainsi favoriser la mise en place de processus
antinociceptifs, contrebalangant potentiellement les processus qui eux favorisent 1’excitabilité

des fibres nerveuses.

Cas de figure numéro 3: Des meédiateurs biologiques de I’'immunité adaptative

pourraient favoriser la désensibilisation des fibres nerveuses en périphérie.

L’immunité adaptive peut aussi jouer un rOle dans les processus de nociception
viscérale. En effet, les lymphocytes T, notamment activés, peuvent libérer des opioides au
niveau intestinal, et participer ainsi a la mise en place de processus antinociceptifs (Boué et
al., 2014; Verma-Gandhu et al., 2006, 2007).

Dans notre modéle d’étude, une augmentation des lymphocytes T et B est observée
dés 7 jours apres irradiation et au moins jusqu’a 4 semaines apres. De plus, ces lymphocytes T
observés 4 semaines apres irradiation sont dans un état activé (Bessout et al., 2013). Ainsi, la
liberation de telles molécules par les cellules de I’'immunité adaptative pourrait participer a la

réponse obtenue au barostat au cours de I’application des DCR.

Le processus inflammatoire radio-induit particulier décrit dans notre modéle d’étude
pourrait expliquer la réponse inédite que nous obtenons au cours de I’expérimentation au
barostat : une allodynie, puis une hyposensibilité pour 1’application de pressions nociceptives,

(caractérisées par rapport a la réponse d’animaux témoins). Cette réponse pourrait étre liée a
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une modification de la soupe inflammatoire, dans le milieu environnant les fibres nerveuses

en périphérie, au cours de 1’expérimentation au barostat.

2.1.2 L’hypothése d’une désensibilisation des fibres nerveuses au niveau

du systeme nerveux central

Outre ces phénomenes périphériques, la mise en place, chez nos animaux irradiés, de
controles inhibiteurs descendants au cours de I’expérimentation au barostat pourrait expliquer

le phénomene d’hypo-réponse que nous observons.

Tout d’abord, des processus inflammatoires périphériques sont susceptibles d’induire une
neuroplasticité au niveau des centres supérieurs, et, d’influer ainsi dans le fonctionnement des
systemes inhibiteurs descendants (Mayer et al., 2005). Or dans notre contexte inflammatoire
radio-induit chronique, une telle plasticité et de tels phénomenes sont envisageables.

De plus, Tsuruoka et al., démontre une inhibition de la RVM en réponse a des DCR
nociceptives chez le rat lorsque les neurones du locus coeruleus (LC) sont stimulés
électriquement (Tsuruoka et al., 2005).

Ainsi, un état d’excitabilité anormal d’une zone particuliére des centres supérieurs, comme
le LC, lié par exemple au processus inflammatoire accru en périphérie dans notre modeéle,
pourrait favoriser I’inhibition de la réponse de RVM obtenue chez nos animaux irradiés, par

rapport a celle obtenue chez des animaux controles, pour 1’application de DCR nociceptives.

Dans le cadre de 1’étude physiopathologique de 1’hypersensibilité viscérale radio-induite,
traduite par 1’allodynie mécanique, nous nous sommes focalisés sur les mécanismes

périphériques. Ces aspects sont explicités dans la fin de cette partie 2.

2.2 Les mécanismes périphériques de I'hypersensibilité viscérale radio-

induite

2.2.1 Lerble des MC

Dans les pathologies intestinales douloureuses et dans les modéles d’étude mimant de tels
syndromes, I’implication des MC dans les mécanismes périphériques de 1’hypersensibilité
viscérale est clairement établie (Barreau et al., 2004a; Gué et al., 1997; Klooker et al., 2010;

Marshall and Irvine, 1998). De plus, dans des modéles d’étude d’irradiation colorectale a la
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dose de 27 Gy, une augmentation du nombre de MC a été mise en évidence dans 2 études. En
effet, Blirando et al., ont observé en immuno-histologie ce phénoméne dans la séreuse et le
mésentére 2 semaines apres irradiation, chez la souris (Blirando et al., 2011). D’autre part,
une augmentation du nombre de MC a également été observée en cytométrie en flux dans la

muqueuse colique 3 semaines apres irradiation, chez le rat (Bessout et al., 2013).

Nous avons donc souhaité évaluer le rdle de ce type cellulaire dans la physiopathologie de

I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Dans notre modéle, nous avons décrit précisément une hyperplasie mastocytaire qui affecte
progressivement 1’ensemble des compartiments coliques apres irradiation. Nous retrouvons
aussi une hyperplasie de ces cellules, dans des résections rectales de patients soumis a une
radiothérapie pelvienne, comme ce qui est observé dans 1’étude de Blirando et al., (Blirando
etal., 2011).

Cependant chez les patients atteints d’IBS, c’est ’augmentation des interactions neuro-
immunitaires entre les MC et les fibres nerveuses, et non I’hyperplasie des MC, qui est
corrélée a la fréquence et a la sévérité de la douleur de ces patients (Barbara et al., 2004; Di
Nardo et al., 2014).

Nous avons donc évalue ce parametre aprés exposition du tractus digestif aux
rayonnements ionisants. Dans un premier temps, nous avons démontré, a partir des mémes
résections de patients traités par une radiothérapie pelvienne que celles utilisées dans 1’étude
de Blirando et al., que la majorité des MC tryptase+ présents au niveau de la LP des rectums
sont en interaction étroite avec les fibres nerveuses, quelque soit le degré d’atteinte tissulaire
des organes. Au niveau de la sous-muqueuse, une augmentation significative de ces
interactions est mesurée pour les rectums histologiquement altérés par rapport a ceux qui ne le
sont pas. De méme, au niveau des rats exposes a une irradiation colorectale, les interactions
entre les MC tryptase+ et les fibres nerveuses, au niveau de la sous-muqueuse colique sont
augmentées significativement par rapport a celles quantifiées chez les rats contr6les. Nous
avons donc bien obtenu dans notre modéle une corrélation entre 1’augmentation de ce type
d’interaction et 1’altération de la sensibilité viscérale, comme cela est également décrit dans

des modeles d’hypersensibilité viscérale d’IBS chez le rongeur (Barreau et al., 2008).
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De plus, dans notre étude, nous avons aussi caracterisé apres irradiation une augmentation
de la densité de surface du marquage des MC par la tryptase au niveau de la sous-muqueuse
colique. Cette augmentation est corrélée a une augmentation de la quantité de tryptase dans
les feces des rats. Un état d’activation accrue des MC chez les animaux irradiés peut donc étre

SUppose.

De plus, ’augmentation de la tryptase libérée, associée a une hypersensibilité¢ (pour de
faibles stimuli de pressions imposées), tel que nous I’observons dans notre modeéle, parait étre
en accord avec la littérature. En effet, une augmentation des sérines protéase, et plus
particulierement de la tryptase, dans les féces de patients est geénéralement corrélée a

I’hypersensibilité, observée chez les patients IBS-D (Annahazi et al., 2009).

L’ensemble de ces éléments suggére que les MC pourraient jouer un réle dans la
physiopathologie de I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Afin de démontrer une implication fonctionnelle des MC dans les mécanismes
périphériques sous-tendant 1’hypersensibilité viscérale radio-induite, nous avons souhaité
évaluer I’effet de leur stabilisation sur I’hypersensibilité viscérale observée au moment de la
DCR.

Plusieurs molécules sont décrites comme des stabilisateurs mastocytaires, par exemple le
kétotifene, le doxantrazole et le cromolyn. Ces molécules, utilisées notamment dans le cas du
traitement de [’asthme, joueraient un role sur les canaux calciques et stabiliseraient les
membranes de ces cellules, empéchant ainsi les phénomenes de dégranulation mastocytaire.

Nous avons décidé d’effectuer un traitement au kétotiféne, par voie orale, a partir de la
quatriéme semaine apres irradiation et chez des animaux témoins. Aprés traitement, nous
avons obtenu une réversion de 1’allodynie mécanique chez nos animaux irradiés, sans que le
profil de RVM des animaux témoins ne soit modifié. De plus, le kétotifene entraine une
diminution de la quantité de tryptase relarguée dans les féces de nos rats irradiés (mais pas de
nos animaux témoins), validant ainsi ’efficacité du traitement.

Ces resultats démontrent une implication des MC dans la physiopathologie de
I’hypersensibilité viscérale radio-induite.

Toutefois, le kétotifen est également décrit comme un antagoniste des récepteurs H1 a

I’histamine. Ce récepteur est present a la surface de divers types cellulaires de I’intestin. Une
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action du kétotiféne dans la modulation d’autres processus radio-induits dans cette

expérimentation ne peut donc étre exclue.

2.2.2 Comment, dans notre modele, la sensibilisation périphérique via

les mastoytes pourrait-elle s’expliquer ?
pliq

2.2.2.1 Une action multiple via les médiateurs mastocytaires et plus

particulierement la tryptase

Nous avons observé apres irradiation une augmentation de I’immuno-marquage des MC
par la tryptase et de la quantité de tryptase dans les feces de nos rats irradiés. De plus, Wang
et al., démontrent dans un modéle de rongeur qu’une irradiation intestinale entraine une
augmentation de 1’expression et de 1’activation de PAR2 (Wang et al., 2003). Or, dans la
littérature, des études démontrent la capacité de la tryptase, ou de ses analogues, a cliver et
activer le PAR2, et, a jouer ainsi un role dans les phénoménes d’hypersensibilité viscérale,

ceci de diverses manieres (Vergnolle, 2000; Vergnolle et al., 2001).

Dans cette sous-partie, le role de la tryptase, par I’activation de PAR2 (non démontré dans
notre étude), au niveau des fibres nerveuses et d’autres types cellulaires, dans les mécanismes
de la sensibilisation périphérique est discuté en premier lieu. L’implication d’autres molécules

biologiques dans ces mécanismes est aussi évoquée.

a) Une action via les fibres nerveuses

Dans notre modeéle, la communication entre les fibres nerveuses et les MC tryptase+, ainsi

que la libération de tryptase sont exacerbées.

Dans ce contexte, la sécrétion de tryptase par les MC situés a proximité des fibres
nerveuses, pourrait ainsi participer aux processus d’hypersensibilité viscérale via 1’activation
de PAR2, et, ceci en favorisant directement 1’excitabilité neuronale (Barbara et al., 2007,
Cenac et al., 2007) et/ou en participant aux processus de neuro-inflammation entretenu
(Coelho et al., 2002; Shanahan et al., 1985; Steinhoff et al., 2000; Van der Kleij et al., 2003).

Cependant, le role d’autres molécules activant les fibres nerveuses dans notre modele
d’étude ne peut étre exclu. En effet, d’une part, Wang et al., décrivent I’implication d’autres
protéinases pancréatiques, et notamment la trypsine, dans les atteintes intestinales radio-

induites par leur capacité notamment & cliver PAR2 (Wang et al., 2003). L’implication de la
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trypsine activant PAR2 dans les processus de sensibilisation périphérique dans notre modele
peut alors étre envisagée. De plus, d’autres molécules sécrétées notamment par les MC,
comme [’histamine et la sérotonine, peuvent également voire leur quantité augmentée apres
irradiation au niveau intestinal (Blirando et al., 2011; Ropenga et al., 2004). Or, ces molécules
biologiques sont décrites comme étant impliquées dans 1’excitabilité neuronale et dans
I’hypersensibilité viscérale (Bueno et al., 1997; Coelho et al., 1998; Frieling et al., 1995; Jiang
et al., 2000). Bien que nous n’ayons pas étudié leur role dans les mécanismes périphériques
sous-tendant 1’hypersensibilit¢ viscérale radio-induite, ces facteurs sont certainement

impliqués dans ce type de mécanisme.

b) Une activation des CAN ?

Une population spécifique de neurones entériques pourrait également jouer un réle dans la
physiopathologie de la douleur viscérale radio-induite, notamment via leur activation par la
tryptase.

Suckow et al., décrivent en effet une population spécifique de neurones entériques
projetant vers le SNC, qui expriment notamment le PAR2 et la nNOS. De tels neurones
seraient directement impliqués dans les processus d’hypersensibilité viscérale chronique
(Suckow and Caudle, 2008, 2009; Suckow et al., 2012).

Or, dans notre modéle, nous avons démontré une implication fonctionnelle du NO® dans
I’hypersensibilité viscérale radio-induite. Bien que nous n’ayons pas démontré I’origine de ce
NO" impliqué, nous suggérons qu’elle est au moins en partic neuronale. En effet, nous
démontrons apres irradiation une augmentation au niveau des plexus myentériques du

pourcentage des neurones exprimant la nNOS (cf. chapitre V).

Dans ce contexte, I’hypothése que nous émettons est la suivante : les neurones nitrergiques
augmentés apres irradiation pourraient étre des CAN. lls participeraient aux mécanismes de
I’hypersensibilité viscérale radio-induite persistante ; ceci, notamment via leur activation par

la tryptase augmentée dans notre modele apreés irradiation.

Perspectives :
Dans notre modele d’étude, nous pourrions veérifier une implication fonctionnelle au
barostat du nNO® dans la physiopathologie de I'hypersensibilité viscérale radio-induite, en

utilisation un antagoniste spécifiqgue de la nNOS. Ensuite, nous souhaiterions évaluer
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[’expression de PAR2 par les neurones nitrergiques, augmentés apres irradiation (au niveau
des plexus myentériques mais aussi sous-muqueux). Ces expériences permettraient de tester
notre hypothése, et, dans le cas de sa vérification expérimentale, d’envisager PAR2 comme
cible thérapeutique intéressante pour soulager les douleurs viscérales radio-induites

persistantes.

c) Hypothéses d’une action via I’altération des fonctions intestinales

Les altérations fonctionnelles intestinales, comme par exemple une altération de la
perméabilité (Ait-Belgnaoui et al., 2005; Barreau et al., 2004a; Coelho et al., 2002) ou de la
motilité (Annese et al., 1997; Chey et al., 2001; Clemens et al., 2003; Kellow and Phillips,
1987; Sarna, 2007), sont impliquées ou corrélées a I’altération de la sensibilité viscérale a

I’origine de sensations douloureuses.

Or, DI'implication des médiateurs mastocytaires dans ces altérations fonctionnelles

intestinales est décrite.

En effet, a titre d’exemple, I’activation par la tryptase de PAR2, exprimé par des
colonocytes, altére la perméabilité intestinale (Jacob et al., 2005). Dans ce contexte Coelho et
al., suggére d’ailleurs que I’altération de la perméabilité intestinale via I’activation de PAR2,

pourrait étre étiologiquement responsable de I’hypersensibilité viscérale chez un rongeur

(Coelho et al., 2002).

De plus, Covera et al., ont également démontré que 1’activation de PAR2 a la surface des
myocytes coliques joue un role dans les altérations de la motilité intestinale (Corvera et al.,
1997).

Ainsi, I’activation de PAR2, par la tryptase pourrait aussi participer a la modification de la

sensibilité viscérale dans notre modeéle, an altérant les fonctions intestinales.

2.2.2.2 Une participation aux mécanismes de
neuroplasticité périphérique?
Indépendamment des processus précédemment décrits, les MC peuvent aussi étre
impliqués dans la physiopathologie de I’hypersensibilité viscérale radio-induite via une
libération de NGF, facteur décrit comme favorisant la mise en place de phénomeénes

neuroplastiques.

227



Chapitre V : Discussion générale et perspectives

En effet, les MC sont aussi capables de libérer du NGF. Or, le NGF favorise les processus
d’hyperplasie nerveuse et de synaptogenese (Burgos et al., 1995). Il est également impliqué
dans I’expression des neuromédiateurs SP et CGRP au niveau des neurones sensoriels
(Lindsay and Harmar, 1989). Or, de telles modifications neuroplastiques au niveau
périphériques sont impliquées dans les mécanismes de sensibilisation sous-tendant les
processus d’hypersensibilité (Bueno and Fioramonti, 2002; Demir et al., 2013; Petersen-Felix
and Curatolo, 2002). Dans la littérature, un lien a notamment été clairement établie entre la
plasticité synaptique et 1’hypersensibilit¢ viscérale, dans des conditions d’inflammation
chronique du c6lon (Yang et al., 2009). De plus, dans des conditions non inflammatoires, le
role du NGF, via sa libération par les MC, augmentés, est d’ailleurs fortement suggéré dans la
mise en place de modifications neuroplastiques et de I’hypersensibilité viscérale (Barreau et
al., 2008).

Dans notre modele, nous avons démontré une augmentation de I’expression des mRNA du
NGF au niveau de la muqueuse et de la sous-muqueuse colique aprés irradiation. Cette
augmentation est associée a la présence de phénomeénes neuroplastiques dans notre modele
d’étude 4 semaines apreés irradiation. En effet, une hyperplasie nerveuse, une modification de
la neurochimie des fibres nerveuses (plus nombreuses a exprimer la SP et le CGRP) ainsi que,

I’apparition d’une synaptogéneése ont été caractérisées au niveau du colon irradié.

Nous pouvons suggérer dans notre modele que, les MC augmentés, et, a proximité des
fibres nerveuses pourraient, en libérant du NGF, favoriser la mise en place des modifications

neuroplatiques périphériques susceptibles de favoriser I’hypersensibilité viscérale.

Cependant, I’augmentation de NGF chez nos animaux irradiés a certainement
plusieurs origines. En effet, dans notre mode¢le d’étude, Bessout et al., ont mis en évidence
une inflammation persistante aprés irradiation (Bessout et al., 2013). Dans un tel contexte
inflammatoire, une augmentation de I’expression du NGF est souvent attribuée aux cellules
immunitaires mais aussi aux cellules épithéliales et aux fibres nerveuses intestinales (Di Mola
et al., 2000; Stanzel et al., 2008). De plus, dans un environnement inflammatoire, d’autres
processus peuvent certainement favoriser la mise en place de telles modifications
neuroplastiques (Bueno and Fioramonti, 2002; Demir et al., 2013; Strobach et al., 1990; Yang
et al., 2009).
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Par conséquent, I’implication des MC dans les phénomenes neuroplastiques que nous

avons caractérisés dans notre modele, via la libération de NGF, si elle est avérée, n’est

certainement que partielle.

2.2.3 Récapitulatif sur la maniére dont les MC pourraient étre impliqués

dans ’hypersensibilité viscérale radio-induite

La stabilisation des MC favorise donc la diminution de I’hypersensibilité viscérale radio-

induite, par des mécanismes qui pourraient impliquer :

une moindre dégranulation ou libération de leurs médiateurs,

une modulation de leur proximité et de leur communication avec les fibres
nerveuses,

une moindre altération des fonctions coliques, qui sont corrélées aux
mécanismes de 1’hypersensibilité viscérale,

une diminution des phénomenes neuroplastiques impliqués dans la
sensibilisation périphérique,

une modification de leur amplification et de leur état d’activation. En effet les
MC sont capables, a eux seuls, via une sécrétion autocrine de NGF, de tels
processus (Kleij and Bienenstock, 2005) (Aloe and Levi-Montalcini, 1977).

La question qui pourrait se poser a ce stade est donc la suivante :

3 POUR QUELLES RAISONS LES CSM SERAIENT-ELLES PLUS ADAPTEES A

MODULER L'HYPERSENSIBILITE VISCERALE PERSISTANTE?

3.1 La comparaison des stratégies thérapeutiques testées

Nous avons démontré qu’une seule injection de CSM par voie i.v., au méme titre qu’un

traitement journalier au kétotiféne, permettait de reverser 1’allodynie mécanique radio-induite,

et ce, au bout d’une semaine.

Cependant, bien que le kétotifen, en stabilisant les MC (cf. chapitre I11), agisse sur diverses

altérations induites par I’irradiation au niveau de 1’intestin, favorisant ainsi la modulation de

I’hypersensibilité viscérale, son action est surtout symptomatique.
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Dans notre étude, nous avons notamment démontré que les deux traitements n’étaient pas
équivalents, au moins du point de vue de la réparation ou régénération tissulaire apres
irradiation (cf. chapitre I1). En effet, les MC sont décrits comme ayant un impact néfaste dans
les processus de cicatrisation pathologique intestinale radio-induite, au moins a long terme
(Blirando et al., 2011; Zheng et al., 2000). Dans notre modele, la stabilisation des MC, par le
kétotifene, ne permet cependant pas d’obtenir d’amélioration du score Iésionnel chez nos
animaux irradiés ; et ceci sur des lésions radio-induites intestinales déja établies depuis 4
semaines. En revanche, un bénéfice des CSM sur ce score lésionnel a été observé dans nos
conditions expérimentales, comme dans d’autres travaux du laboratoire (Sémont et al., 2013),
1 semaine apres 1’injection des CSM.

Or, au-dela d’étre trés invalidantes pour les « survivants au cancer », les altérations
biologiques et fonctionnelles multiples radio-induites observées apres radiothérapie favorisent
le maintien de douleurs persistantes.

Dans nos conditions expérimentales, le kétotifene ne parait pas représenter une stratégie
thérapeutique, a visée curative, qui permettrait de s’attaquer directement aux causes multiples

de ces altérations qui favorisent le maintien de la douleur.

3.2 Les diverses raisons validant l'utilisation des CSM

A Tinverse, aux vues de nos résultats et de la littérature, une stratégie thérapeutique

utilisant les CSM, semble permettre :

e d’exercer une action purement antinociceptive,

e de s’attaquer aux différentes altérations biologiques radio-induites intestinales. Par ce
biais, elles favoriseraient la réparation de 1’organe et de ses fonctions. Elles pourraient
donc, par cette action curative, agir sur les divers symptdmes de la « pelvic radiation

disease » et notamment sur la douleur viscérale radio-induite.
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3.2.1 Une action qui peut étre décrite comme «directement »

antinociceptive

3.2.1.1 Les mécanismes périphériques

La tres grande majorité des études expérimentales menées sur les mécanismes d’action des

CSM dans la modulation de I’hypersensibilité ont été réalisées au niveau du SNC.

Notre étude est & notre connaissance, la premiére a s’étre intéressée & la modulation de la
douleur visceérale par les CSM. Elle est aussi une des rares a s’étre focalisée sur la modulation,

par les CSM, des mécanismes périphériques sous tendant une telle hypersensibilité.

Les études que nous avons menées sur la physiopathologie de I’hypersensibilité viscérale
radio-induite nous ont permis de mettre en avant le role des MC dans les processus de
sensibilisation périphérique radio-induit. Ces résultats mettent en avant I’intérét de stabiliser
les MC dans le contexte radio-induit de I’hypersensibilité viscérale. Nous avons donc cherché
a savoir si apres irradiation, les CSM étaient capables d’exercer leur pouvoir antinociceptif

via une action sur les MC.

Tout d’abord, apres injection de CSM chez des animaux irradiés, nous avons démontré une
modification de 1’état physiologique de ces cellules, alors que leur nombre est inchangé. En
effet, nous avons observé (i) une diminution de la surface de marquage des granules des MC
par la tryptase et (ii) une diminution de la quantité de tryptase dans les féces. Les CSM sont
donc capables de diminuer la quantité de tryptase synthétisée par les MC et/ou de favoriser un
état stabilisé de ces cellules. Brown et al., ont par ailleurs montré in vitro et in vivo dans des
modeles de choc anaphylactique chez le rongeur cette aptitude des CSM a stabiliser les MC
(Brown et al., 2011).

De plus, nous démontrons que le traitement par des CSM permet la diminution du
pourcentage des MC situés a proximite des fibres nerveuses. Ce résultat suggére que les CSM
sont aussi capables de moduler la communication neuro-immunitaire pathologique entre les
MC et les fibres nerveuses, parameétre directement corrélé aux états douloureux des patients
atteints d’IBS (Barbara et al., 2004; Di Nardo et al., 2014).

Ainsi, les CSM par un effet stabilisateur sur les MC pourraient jouer un rdle équivalent a

celui du traitement par le kétotiféne.

Cependant, leur potentiel antalgique est trés certainement li¢é a d’autres mécanismes
prenant place au niveau périphérique et central. Au niveau périphérique, Guo et al.,
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démontrent par exemple que ces cellules peuvent exercer un effet antinociceptif par la

modulation du systéme opioidergique (Guo et al., 2011).

3.2.1.2 Les mécanismes centraux

Dans notre modéle, nous n’avons pas etudié les mécanismes centraux par lesquels les CSM
pourraient moduler ’hypersensibilité viscérale radio-induite Cependant, aprées irradiation, il
est intéressant de rappeler que nous avons caractérisé une sur-activation des neurones spinaux
de la corne dorsale, associée a 1’hypersensibilité centrale. Dans notre modéle, ce phénomeéne
d’hyperexcitabilité neuronale, au niveau du SNC, pourrait traduire une transmission nerveuse
accrue vers les centres nerveux supérieurs. Par ailleurs, Mauri et al., démontrent que des
neurones mis en culture avec des CSM acquierent un phénotype et des propriétés électriques
de type gabaergique (Mauri et al., 2012). Ainsi, I’ensemble des ces données nous permettent
d’envisager I’hypothése qui suit : les CSM injectées pourraient exercer un effet antinociceptif
en agissant directement au niveau des neurones du SNC, et ce, en contrebalancant la

transmission nerveuse excitatrice exacerbée apreés irradiation.

En outre, d’autres actions antinociceptives des CSM exercées au niveau du SNC ne sont
pas a exclure dans notre modéle d’étude. Parmi de telles actions, nous pouvons citer la
capacité des CSM injectées par voie i.v. a migrer vers le SNC pour y moduler une
inflammation pathologique, favorisant ainsi la diminution de I’hypersensibilité. De telles
propriétés des CSM sont particulierement avantageuses dans le contexte des douleurs
chroniques, ou, une inflammation du SNC favorise leur maintien (Siniscalco et al., 2011). De
plus, les CSM sont aussi susceptibles d’exercer un pouvoir antalgique par la modulation
d’autres processus physiologiques au niveau du SNC, notamment en modulant I’action du

systeme opioidergique (Guo et al., 2011).

3.2.2 Les bénéfices multiples engendrés par ’action des CSM au niveau
du colon irradié favorisent probablement la modulation de
I’hypersensibilité viscérale radio-indulite.

Les CSM, en agissant localement au niveau du c0lon irradié, permettent la diminution du
degré de sévérité des lésions radio-induites et favorisent le retour vers un fonctionnement plus

« physiologique » de 1’organe. Elles limitent ainsi les processus pathologiques qui pourraient

étre impliqués dans la douleur viscérale radio-induite.
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3.2.2.1 La perméabilité intestinale

L’altération de la perméabilité intestinale est impliquée dans 1’hypersensibilité viscérale.
La permeéabilité dépend directement de I’intégrité de la muqueuse intestinale. Or, cette
derniére est altérée aprés une exposition aux rayonnements ionisants. Dans ce contexte, bien
que nous n’ayons que des résultats préliminaires sur le potentiel des CSM a restaurer la
perméabilité intestinale, un certain nombre d’éléments suggére que les CSM favorisent la

restauration de I’intégrité de la muqueuse intestinale.

Les CSM, par diverses actions biologiques, favorisent en effet la régénération de la

mugqueuse intestinale irradiée.

D’un point de vue structurel, la sévérité des lésions épithéliales radio-induites est
diminuée apres traitement par CSM (Chang et al., 2013; Sémont et al., 2006, 2010, 2013).

D’une part, un tel potentiel est lié a leur capacité a favoriser la prolifération des cellules de
la cryptes, notamment des ISC intestinales, aprés irradiation (Chang et al., 2013; Sémont et
al., 2006, 2010, 2013). De tels mécanismes de réparation ont aussi été mis en avant dans
d’autres modeéles expérimentaux, notamment de colite (Chen et al., 2013) ou de lésions
ischémiques intestinales (Jiang et al., 2013) chez les rongeurs.

D’autre part, les CSM modulent I’inflammation radio-induite dans notre modele de rat
irradié (Bessout et al., 2013). Or, par de telles propriétés immuno-modulatrices des CSM
favorisent la diminution des Iésions dans des modeéles murins de colite (Chen et al., 2013;
Gonzélez et al., 2009; Gonzalez-Rey et al., 2009; Hayashi et al., 2010; Kim et al., 2007). Ces
propriétés associées a leur pouvoir pro-angiogénique et leur capacité de soutien de la
régénération et de la réparation des vaisseaux sanguins, notamment dans des contextes
ischémiques (Al-Khaldi et al., 2003; Hayashi et al., 2010; Zhang et al., 2014), sont des atouts
majeurs permettant de favoriser les processus de ré-épithélisation par les CSM.

De plus, des études du laboratoire montrent que I’intégrité compromise du colon, apres
irradiation, est certainement améliorée aprés injection de CSM. La restauration a la fois de la
présence de protéines de jonction et potentiellement de la sécrétion de mucus par les cellules

de la crypte (Sémont et al., 2013) peuvent en effet, a ce titre, étre citées.
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3.2.2.2 Action sur la contractibilité musculaire via une modulation du systeme

nerveux

L’altération de la motricité ou de la contractibilit¢é musculaire colique est probablement
impliquée dans la survenue de douleurs dans le cas des pathologies douloureuses du tube
digestif (cf. chapitre | partie 5.2).

Dans notre étude, nous avons mis en évidence la capacité des CSM a restaurer la
contractibilite musculaire altérée aprés irradiation.

L’altération de cette fonction peut résulter d’un dysfonctionnement du systéme nerveux.
Dans notre étude, nous avons notamment mis en évidence, aprés irradiation, une
augmentation du contr6le inhibiteur exercé par le SNE, notamment de type nitrergique, sur la
contractibilité musculaire. Les CSM sont capables de réduire le pourcentage de neurones
entériques exprimant la nNOS, augmenté apres irradiation dans notre modele. Ainsi, nous
suggerons que les CSM, en modulant ce nombre de neurones, augmenté apres irradiation,
pourraient favoriser la restauration de la fonction de contractibilité colique altérée apres
irradiation.

Qiu et al., ont quant a eux démontreé, suite a des irradiations réalisées au niveau pelvien
chez le rat, que I’injection d’ADSC permet la restauration partielle des fibres caverneuses
exprimant la nNOS, parallélement au rétablissement de la fonction érectile des animaux
traités (Qiu et al., 2012).

Nos résultats ainsi que ceux de Qiu et al., démontrent la capacité des CSM a s’adapter au
contexte pathologique dans lequel elles se trouvent (en diminuant le pourcentage des neurones
nitrergiques dans notre cas et en I’augmentant dans 1’étude de Qiu et al.,), pour agir de

maniere appropriee, afin de rétablir les fonctions organiques altérées.
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4 QUEL AVENIR POUR LES BIOTHERAPIES DANS LE TRAITEMENT DE LA

« PELVIC RADIATION DISEASE » ?

Les douleurs, au méme titre que les autres complications, qui peuvent apparaitre suite a
I’exposition aux rayonnements ionisants des tissus sains de la zone abdomino-pelvienne,
apres un traitement par radiothérapie, sont le résultat de dommages multiples et complexes,
qui affectent notamment I’intestin, organe particuliérement radiosensible. Dans les cas les
plus graves, pour des grades de sévérité de complications gastrointestinales évalués de 3 a 4
(cf.chapitre | tableau 2), la prise en charge médicale de ces patients est primordiale, et, n’est

pas, a ce jour, satisfaisante.

Le bénéfice du traitement compassionnel des 3 patients d’Epinal ainsi que les résultats de
nombreuses études expérimentales sont prometteurs, et ouvrent vers une future utilisation des

CSM comme solutions thérapeutiques dans le contexte de la « pelvic radiation disease ».

Dans ce contexte, un essai thérapeutique de phase Il, PRISME, fondé sur les résultats
précliniques de notre laboratoire et sur 1’expérience clinique du Département d’Hématologie
de D’Hopital Saint-Antoine, a ¢été accepté en 2013. Il permettra d’évaluer 1’efficacité
d’injections itératives de CSM allogéniques sur la symptomatologie des complications
chroniques séveres de la «pelvic radiation disease», réfractaire aux thérapies

conventionnelles.

Si les résultats de cet essai clinique s’aveérent encourageant, des optimisations pourraient

étre envisagées.

Notamment dans le cas de patients souffrant de fistules radio-induites, des injections
locales de CSM pourraient aussi étre pratiquées. Le bénéfice de telles injections de cellules,
intégrées ou pas dans des biomatériaux (colle de fibrine), a déja été évalué dans la
cicatrisation de fistules chez des patients atteints d’IBD (Garcia-Olmo et al., 2005, 2009;
Guadalajara et al., 2012). Au sein de notre groupe le bénéfice d’injection locale de CSM,
seules ou en association avec des biomatériaux, est en cours d’étude dans le modele

d’ulcération colique radio-induite que j’ai utilisé au cours de ma these.
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5 CONCLUSION

L’ensemble de ces travaux de recherche démontre la capacité des CSM a moduler
I’hypersensibilité viscérale persistante radio-induite chez I’animal. Un tel effet pourrait
résulter de leurs actions pléiotropes dans la modulation de diverses altérations intestinales
radio-induites. Plus particulierement, nous suggérons qu’elles pourraient exercer leur effet
antinociceptif notamment en modulant la physiologie des MC et/ou leur sécrétion de tryptase

et/ou leur communication avec les fibres nerveuses au niveau du cblon.

Ce travail apporte un éclairage nouveau sur le spectre d’action thérapeutique des CSM
dans le cadre du traitement des complications gastro-intestinales radio-induites. 1l apporte un
argument préclinique supplémentaire en vue de la mise en place de I’essai clinique de phase Il
PRISME qui vise a évaluer I’alternative d’un traitement curatif par CSM pour lutter contre les

symptomes chroniques séveres de la « pelvic radiation disease ».
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Annexe 1 : Les différents types de radiothérapie

Type de

radiothérapie

Appareillage / Source /

Type de rayonnement

Caractéristiques

Radiothérapie
externe (ou

transcutanée)

Accélérateur linéaire de
particule> émission de rayons X

ou électrons

(Appareil de cobalthérapie

—>¢émission de rayons y)

Technique la plus utilisée
Source utilisée & distance du volume & irradier
Dépét d’énergie en profondeur (pour les e- : &
quelques cm)
Dommages aux tissus sains

Exemple : cancers abdomino-pelviens
(prostate)

Curiethérapie ou

brachythérapie

Source radioactive scellée
(Iridium192 ou Césium137)->

émission de rayons y

Source positionnée sur la
tumeur directement (interstitielle),
dans une cavité proche de la
tumeur (endocavitaire) ou sur la

surface de la peau

La plus ancienne application thérapeutique de la
radioactivité

Trés haute dose délivrée a la tumeur et bonne
préservation des tissus environnants (3 rapide de
la dose selon ’inverse du carré de la distance a la

source radioactive)

Exemple : cancers gynécologiques (col de
['utérus, endometre), cancer localisé de la prostate

a risque faible ou intermédiaire, téte et cou

Radiothérapie
métabolique ou

radiothérapie interne

Source radioactive injectable
(voie orale ou intraveineuse) non

scellée > émission de rayons y

Capacité de certaine tumeur a capter un
¢lément. Permet I’irradiation de cellules tumorales
disséminées.

Toxicité des tissus sains qui vont métaboliser ce

vectorisée vecteur
Exemple : cancer de la thyroide (iodel131)
Anticorps monoclonal dirigé contre une
Source radioactive injectable structure spécifique d’une cellule tumorale couplé a
(voie orale ou intraveineuse) non un isotope radioactif
Radio- scellée utilisant un isotope

immunothérapie

radioactif peu pénétrant mais avec
un rayonnement puissant >

émission de rayons y

Irradiation tumorale qui n’endommage pas les

tissus sains
En développement

Exemple : hémopathies malignes
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Avancées

Annexes

technologiques permettant d’optimiser les

traitements par radiothérapie externe.

Radiothérapie

conformationelle

L’utilisation d’une source multifaisceaux (de 4 a 6) permet de
faire converger des faisceaux d’irradiation d’intensité modérée pour
avoir une dose maximale au niveau de la zone tumorale et de

minimiser les doses aux tissus sains.

Radiothérapie
conformationnelle
tridimensionnelle

(3D-CRT: 3

Dimensions-

Conformal Radiation

Therapy)

Elle permet, par I’utilisation de la reconstruction en 3 dimensions
. o . . .
d’avoir une reconstitution du volume tumoral et du tissu sain. Ceci

permet une meilleure administration de dose au volume souhaité.

Radiothérapie
par modulation
d’intensité (IMRT :
Intensity Modulated
Radiation Therapy)

Elle permet une modulation de I’intensité des faisceaux
d’irradiation au cours du traitement. Ainsi en fonction de I’évolution
tumorale (forme, taille, volume) I’intensité des faisceaux peut étre

adaptée.

Tomographie ou
radiothérapie

hélicoidale

Technique d’imagerie qui permet de vérifier le positionnement du

patient et I’évolution du volume tumoral.
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Mesenchymal Stem Cell Therapy Stimulates Endogenous
Host Progenitor Cells to Improve Colonic Epithelial
Regeneration

Alexandra Sémont, Christelle Demarquay, Raphaélle Bessout, Christelle Durand, Marc Benderitter,
MNoglle Mathieu®
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Abstract

Patients who undergo pelic radiotherapy may develop severe and chronic complications resulting fom gastrointes tinal
alterations_ The lack of curative treatment highlights the imporntance of novel and effective therapeutic strategies. We thus
tested the therapeutic benefit of mesenchymal stem cells M50) trestment and proposed moleculsr mechanisms of action.
MSC efficacy was tested in an experimental moda of radiationinduced severe colonic ulcerstion histologically smilar 1o
that observed in patients. In this model, M5C from bone marmow were administered intr immedistely or three
wieeks |established lesions) after inmdistion MSC therapy reduces radistion-induced cd onic uloera tion and increases. animmal
survival MSC treatment induces thes peutic whatever the time of cell infusion. Infused-MSC engraft in the colon
It abso increase endogenous M5C mobilizstion in blood that heave Lxsting benefits over time In wito analysis d emonstrates
that the MSC effect i medisted by paracrine mechanisms through the non-canonical WNT (Wingless integration site)
pathway. In iradisted rat colons, MSC treastment increases the epresion of the non-canonical WHNTA igand by epithelisl
cells. The epithelial regenerative process is improved after MSC injection by stimulstion of colonic epithelial cells positive for
S0KT (SAY-box containing gene 9] progenitor/stem ool markers This study demonstrates that MSC treatment induces

stirrul stion of e nehon e host

[Editer: Frarsaih B b dny of Mo and Do

cells to improve the egenerative process and constitutes an initial ap proach to
arguing in fvor of the wse of MSC to limitireduce colorectal damage induced by radistion.
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Introeducton renewal Moreover, in the g, Impairm et of the epithelial barrier

Pelvic mdiotherapy & an established pant of reatment of hath
primary and recurrent pehic malignancies, inclding mlorecal,
wralogic, and gymecologic caners. The efficacy of radistherapy
Tequires an opimal ompromie betwesn mmor contool and
ioxcity i healthy, non-neoplastic temes. As & resub of pehic
madintherapy, nonrneoplastic Gsue present in the imadiation feld
mear the mmor @n be dama ged, keading to arue andfor chronic
sympinms, the condition labeled s *pehicradiafion disesse" by
Andreyer et al [1]. Advances in the quality of rediation reatment
have improved fumor conitmol, noressing the number of cancer
srvivors suflering from irestm ent-related adverse offecn. Gasro-
intestinal sym phams induced by chronic waddny of imadiaton have
the greaest effecton patent qualiny of e It & estimated that 90%
of patients subjeced to pehic mdotherapy develop aoite side
efiects (namea, alternation of diarrhea and constipat on, vomitng
and abdominal pain) with perrmament changes o their howel
habiz. Afier 20 years, 20% of patients develop severe late side
efiects (diarthea, rectad bleading, tenesmus and ocochsion) asoc-
aterd with high morhidiny and morabty [2].

After fradiation, the death of proliErating stem cells, micro-
vascular apopinss and local Bchemia @n dismp epithelnm

LS OMHE | wersplosone.org

may result in increassd penetration and sheorption of tocic snd
immunogenic  Brtors, leading to sn umoontrolled  omme

response and 2 homeostatic imbalance in the epithelium.
Dismurbances to the repair process can bead to los of teme
(ukceration) or pathological healing (Bhrosis, fisml). Thus, rapid
reseafing of the epithelial surbce bamier bllowing njry &
esmential for preserving nommal homeosmsi. The imbestinal
epithelnm is maintamed by an ninmie cel-replaement process
in which termina Iy differentiaed epithelial cdls are continuoushy
and rapidly replaced by the replication and differenfiafion of
chonngemic epithelial cells locadd within the cryps. The recent
identificaton of intestinal stem cell (T30) markers such as Lpy
(lendne-rich repeat comaining (¢ potsn-coupled receptor 5),
Sax® Tedf (telomerse reverse ransoripiss) and el has mode i
possible o distinguish two fimctimally distnet I30 popul afions
during homemstesi and the njury remir poces. fro+, Sad—
mark the rapidly dividing cells and identify a population of cells
ahle v form & ore organaids [3-5]. In aupport of Potten’s inital
hypothesis, the IS0 fizld has recently showed evidence of the
presence in the intestine of Sse®™-, Bl Hond wTertslow-cyding
cells playing an imporntant rode in the regmemtve pocess [F9].
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To minimire mdiston demage o the imesine, several
pharmacentcal siraegies have been oomidered, based on the
protection fsuppression of the desmoctve process (Trefil faoor 3,
Ghcagonefike peptide-) or stimulation of the regenemative process
(Tnierlenldn 11, Kerafinoove Growth Facior and R-SPONDINL
Horwever, ﬂm'n'dﬁuq- is Emited and fanther research i nesded in
investigate their safety and effiacy in patens. To date dhene ame
no effevitve Food and Dirog Adminisraton-approved therapemic
agens for sgnificandy improwving meestina mdistion-ndoced
lesions [10]. Stem cell-hased approaches wing M50 have proved.
promising fior the development of fomre therapenfic approaches.
In meise models of nfammasnry bowel dibease M30 mjscton
reduces the severity of colits, prevens recommence of the disease
and reduces amimal momiality [11]. In clnical triaks, mm slly

WEC Thempy Simulates Host Beoue Regenaration

(Frantionated irradiafion], provide a good colamic nkeeratve maich
for patients subjeced o pehvic mdistherapy and who deveop
gastroiniestinal complications. Right affer rradiation (preventive
profocal] or thres weels afier Tradiafion then every tan weels
(curagive and ferative protocol), 5 million M3 were injected in
the wil wein of the ansshatized rat. Animal hehavior was
mamitored daily and suffering animak wene enthanized. Enthange
sia is peformed by swss of anesthetic prodoct Col onoscopy
analyses were done 2t 18 weds on anesthetized rats with pediamic
hronchoscope (Pentax, France].

MSC Isolation, Characterization and Culture
MEC hone marnow was ohiined by fhshing #emoms of svens

imjecied MSC mduce therapenfic hensfis in patiens with gmi-
versuwrhost disease sufiering fom gasmoimnestinal disonders such as
peiionigs [12]. A phase TT Crobns disease smdy abao yielded
promising sfficacy in the treament of reciovaginal and perianal
fistalas [13]. Moreowver, chiniol grade s panded M3 were sricdy
werified [14] and kng-term follow-ap of patiens und ergoing M0
adminisration affirms the s profile of te reamen with no
evidence of nenplastic srocmres [15].

TIn spite: of the improvement: of radiotherapy echniques that aim
0 mrge prosate, badde or merne tomors, the colorecmm is
located in the imadiation fidd o well Thersfiore, the colorermm
may he mjured and demaged during pehic radiother apy prosocols
leading to organ dysfancton and colonic complications. In this
stndy, we analyzed the therapenic poiential of M30C treament an
rat codnmic epitheliom in 2 conext of radiafion-ndoced nlesration
Previom work in owr lahomdnry in rafs showsd mo changes i
colonic hisiology afier fractonaed colorental radistherapy [16],
26 weels affer the last dose of imadiation. Theredore, in this smdy,
in order to obizin severe and imeversible damage 2 smgle high
dime of irmadiation (270Gy) contered on dhe rat's distal colon was
applied. Ths experimentad meodel generates severe radiation-
induced spithefial alterad ons hisnlogically similar i thoss ssen in
patens weated with radiotherapy and who deslop mborectal
complicagiorns. Our resabis repont proof of principle of M30's
ahifity i rednee radistion-indoced cobmic epithefiom oleeraton
In this comen, we abo omehywed, & s and e sz, the
involvement of molecular signaling pathways on epithelial cdl
regulaion afier M30 treament

Materials and Methods

Animals, Imadiation, M5C Injection Protocol and Sample
Collection

All experiments were perinmmed in oompfiance with French
laws and goidefines fior animal experiments (Act mo 92-333 of 2
Octoher 2009) and approved by the Erhis Commines of Animal
Experimenttion “CEEA momber #1° (Prownomn] mumbers: PO7-15
and PO7-16). The 300g wild-type male Sprague-Dawley (3TH rats
were purchased from Charles Eier Labomatories (Framoe)]
Animak were homed i doble decker cages, three o 2 mge
with full access to food and water and Eght and dark cydes. All
effons are made to minimize sufering and all experiments ane
perirmed on anesthefized amimalk (TEM, anesthesa, Limages,
France] by soflorans inhalation (AEmane, Baver SA, Lessmes,
Bedgium). Animak were anesthetized and asingle 27 Gy dose was
deivered by 2 0o source trough 2 2 %3 cm window cenered an
the codorenial region. This configuration of imadiaton abo mdoces
the imradiation of other organs located dese o the coln as
bladder, prostate or seminal vesicks. This single dosx immadiagon
methodakogy, though it is not 2 mode] for homan radiothenapy

Foild ram ethically enthanied as previomly described i the
Eteratre [17]. Afier ten days, the momolayer of adherent cells (PO)
was seeded 215,000 cdls per em”® (pasmge F1). At each pasmgethe
phenotvpe of amplified MEC was verified by flow optomeiry oxing
FACSant (BD Binsdences. Cells were incobated fior 20 min 21470
with phycoeryirn-monjugated mouse monocknal  amibodies
aFainst rat antigens. The perentge of CDAT (clane OX-7; BD
Bicecimces) and OD73 Tebne 5F/BES BD Bimciences) cells was
analyzed and the shsence of hemanpoietic cells was verified with
CD3 (done TC0O115, Sama Crz) and CD45 (done DJC-]
Becinn Dhckinson E'zm:t] rkers. On MSC
948% CDO0 (+/— 13), §1.25% CD73 (+/ -1, 215% CD54
[+ —0L79 and 64% CTHS (+7/—1.15). Tdentical Hownpe anghods
ies served 25 comirols. The potential of adipogenic, astengenic and
chondrogenic differemtiation was abo evaloated s described by
Rochefom et al [17]. The abilities i frm colony-forming wnit
filroblasts (CFL-F) were alun anabyzed Bone marrow total cells or
peripheral blood monomoclear cdlls (affer feoll) were plated n
triphicate at densifies of 5 x10% cells per 25 em” ar 15210 cells per
25 am”, regpectively. OF1-Fs were stained with vioket crystal and
commied affer 10 days For MSC condiitoned mesdiom reparaton,
MBS were seeded at 2107 cells ina 75 em” flask and cubmred
overnight in media without FOS. Then the supema@nt was
collecied and frosen and the ool were coumed.

Tissue Samples

Fuor rat samples, on the day of eothanasia, cordiae ponciure was
pofomed mde Boflloane anesthesia Collened blond was
tmamfarred in EOTA sample collection mhes and cemmifoged
(2500, 20min) to separate white hlond cells from red cells and
plsma for ELISA and CFURF anahsi, Colonic muomsa was
separa ied from musculars propriz by gende disecton, Half of the
sampling was fremen in Bquid nirogen for RMNA preparation and
the remaining fenes was nsed i prepane mocosa proiein YT
by tisue disption in PES with protese inhihitors (oomplete
Mini, Roche) and sored st —80°C omid nse. For hisobogicd
analysis, the mlorectom was fved o 4% formeldelyde and
embedded in parafin Human tisues were oh@ined according o
insfimional ethical gudefines (Gustave Rowsy Imstitme) and
French Medical Research Conned goidefines. Thene samples were
obined from d@ny pieces of colon removed surgically fom
patents Teated for regal adenocarcinoma with preoperative
madintherapy (2 el of 450y, ddiversd n frctoms of 1.8 or 206y
Patienis were notifed that ressctions would be sent i pathologiis
for analysis bat no ethics commitee was omsubed for operating
waste, Meventhdes, with the laws (anides L12452, 112115,
L1211-4, 112115, L.1211-6 and LA211-7 of the Pohblic Heakh
Caode) the surgical residues were subjecied to the principles and
mles in relation to the domagion and procurement of homan
tsnes. Surgery ressction was done 5 o 7 weels post radintherapy.
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Shdes were smimed with hematordineesin-saffron. Thenes
samples were numberad and anonymously analyzed.

Histology, lesion Analyses and Imimunohistodhemistry
{HG

Parafim embedded coloms were om it circolar secfioms of
S5pum and smined with hemasnryfn-snsnesaffon (HES). The
severity of colorenal damage was assessed using the radiagon
imjury score madifisd from Langheng et af A variahle of the njory
score was muonsal damege (oleeration, epithelial stypEa and
Tegeneraton capadtes], colits el prafesds, vasolar sclerosis,
filwosi, musmlar dysirophy and serosal thickening. Gradoatdon of
the injory was 0 =noll; 1 =shght 2 = maderae and 3 =severe. For
immumhisochemisry, sediomn were deparafmized and hydrag.
el For GFP (Green Fluorescent Protein) THO, tone sections wene
treaded with(.1% triton =100 (5 gma=Aldrich) in PES 1 x (o=
BRL) 2t room semperamnre (RT) fr 10 min. Then endogenous
peoromidases were inhibied by incobation with 3% H202 in
methanal 2 BT for 10 min Afier samration (X099, DakoCy-
tomation] rabhit antiGFP ditoed o 15200 (Anasper; 29779 was
applied w0 the section for 1h 2t 5770, The tione seciomns wene
incubated with Envision kit ang-rabbic HRP (4002, DakoCyin-
mation) for 30 min 2t RT. For fecatenin and 30X9 immuno-
siadming, e senions were laced I an aniigen reirieval sobogan
LIM cimase bofler, pH =6 MekoCyiomagion) for 3x5 min at
350W) and quenched for endogenos peroxidases 2 described
ahawe., Afier mturation (X909, DekoCyinmation) rabhit anti f-
catenin 2t 200 pg/md (ah2365 Abcam) or ang-S00X9 ar 200 pgs
il (Sc= 20095, Santa-ne) was applied to the section for 2hat RT.
The tisne sedtions were nombawesd with Envision kit anti-rabbit
HRP (K402 DakoCyomaton) for 30 min a1 RT. Far POCNA
(Profiferating Cell Nuckear Amgigen] and WNT4 THC, dsus
serctinm were ireated with (L1% mison X=100 (Sigme=Aldrich) in
PES 1x (Gihon-BRL) 2t RT for 10 min. Then endogenous
peoroxidases were inhibied by incobation with 3% H202 in
methana at RT for 10 min and placed in an angigen remieval
solution (0.01M citrae bofier, pH=6 (DakolCyioma somn) fr 5 x5
min 2t 350W. Afer saturation 200909, DekoCytomation) meouse
and-PONA used at 525 pgd'mi (clone PO10; Dake( yinmagion) ar
mabhit antiWNT+ med a2t 1 mg'ml (Lifespan Biosdenceg 13-
01 12550) was apphed i the section for 1h at 3570 The foeue
sechioms were incubated with kit LIAE2 (K0609; Dakocyinmation)
or Envision kit and-rabbit HRP (E4002; Dakol yiomation).
Smining was developed with Hisngreen subsrase (E109; Aboys)
Seions were countersmined with Fast noclear red (H-53405;
Wertor], dehydrated and meounied. Isotype conrol antibodies ane
usal 28 negatve conrols. Immonohisochemisry analyses wens
perfrmed on n=8 animals.

Intestinal Cell Culture Inhibition Conditions and
limumuno fluor escence:

TBEC1A were ohmined from ATCOC (rdf ATOC-ORI-1589,
Manassas, VA) and cobored in TIMEM, high glocos (Invirogen)
supplemenied with 5% FOS, 1% Penicillin Sreptomycin and 1%
Ghmamine ((Fheo-BRL; Invitrogen). Cells were seeded ar 60,000
cellswell in Gwell plates, sarved for 24 hwithom FOS, irradiaed
or net at 150y with a "5 sowee (1,1 gy/min). Right afier
imradiation, M3O conditined mediom resobing fom 3 w 3
different home mammow expansions or medinm alome was applied o
the cell, TEC 18 were irested or not with different mhibiiors the
PI3-kinase (Phosphoinosiside 3-kinase) inhibitor ([LY-20002), wed
at final concenmation of 10 pg/ml, was ochained from Fromega
(Madion, TT5A4), recombinant DEE] (Dickiopl Homologs]] was

WEC Thempy Simulates Host Beoue Regenaration

oz imed from RE&TY systems (ITE]) and used 2t 04 pig/mil, MEE ]
MAP Kinase kinase) mhititor (PDOA059) was obiined from
Invirogen and osed 2t 25 pg'ml and JAK] (Jans Knase-2)
(35 pM) and Casein knase T mhibitors (35 M) were obiined
ﬁ'ml:hlnﬂd‘lﬂnl:hiﬂ'd:maﬁ, Dermsndt, Germany), CAM-
KT [ calbmen cdalin-d in kinases IT) used 2t 4 M (KN-
ﬂS]mdFKEmem Kmuﬂﬂx]jpﬂ(milﬂxﬂ
from SigmaeAldrich. Afeer 48 hours, supematants were onllecied
for protein analysis and TEC 18 were trypsined, numbered and
fromen for PCR. Each condifion was realized in wiplicte. For
immunnfoorescence, TECH were seeded on shdes and coboned
umil 7% of confuence. Afier washing in FES]x, cdls were fied
in methanol then permeshifized in Triton X100 and s=mrased in
5% goat serom for 2 min 2t RT. Shdes were meunbated with
rabhit anti fecatenin antihady dilated 0 141000 (2h25365; Abom)
then goat ang-rabhit Alexa 568 (A-1 1056, Invitrogen) difmed o
17300, Then shides were incohated with DAFT and Veomshield
Hard St (H- 1501, Veoor], kept 15 min 2t 470 to polymenize and
visuafized under microscope (Lo, France).

Protein Measurement, ELISA and Western Blot

Protsin measurement was done using 2 BOA assay kot (Sdgma,
COantiPro BCA assay it ref QPBCA-1k. Onandntive determi-
nason of EGF (Epidthelial Growth Facior), SDF-] (Siroma denved
Bctor-laipha) (RETD System), HGF (Fibroblast Growth Factor),
KGF, IGF2, IGF] (Trsulin Growth Faoor 1 and 3, TL11 and
BFGF (UsnlieSdence Inc, China) in plasma, sipermatam or
mumse exracs were porirmed uing E1ISA, acconding i the
manuagure’s recommendations. ELISA were performed om
n=>f animals per groop Analysi of C-JUN phosphonation was
done nsing western hot Eight micrograms of proseins fom TEC
18 cell lysase (from 5 diferent TEC1S coltores knaded in miplicane)
were spanated by 305 polyacrylamide ged decirophonesis hefore
tramsder anto nirocelllose membrane. Membranes were blotied
with rabbit ami PHOSPHO-C-TUN (sc-16312-R; Samta Croz)
and anti C=JLIN (sc=45; Samta Croz) the primary antihodies diloed
to 1/200kme Then the sscomdary andbody HEP conjogaied
(Aumeersham, France) directed against rabhit antigens were applied
to the membrane dined o 1/2000éme. Blos were developed
usng the emhanced cheminhminescence method (MEllipore,
France). Blot quantification was done with 2 BIORAD scanmner
(GEE-A00 cafibrated demitometer) and Quandgty One +52

snfifwans.

RMA bkolation, Reverse Transcaription and Real-time PCR

Tisne and cell o] BMNA was preparsd with BNeasy mini kGt
({Dizgen, France and ¢INA were obisined with the High
Capacity Reverse Tranxriptase ¢DINA kit (Applied Biosysiems).
Real-fime quanintive PCR was performed wing Taqman gene
expresion assays (Applied Biossiems) The samples n=6 for
each group] were bhaded in duplicase and fold changes were
calcmlated nsing AACTH normaliring o gapadk

Statistical Analyds

Resulis are expressed os mean + SEM (standard emor of the
meean]. Resulis were compared hetween groups by 2 i-iest or
ane-ugy ANOVA Gblowed by a2 Toley west wing Sigmastat
software (Sysiat Sofware Incorporation, GmbH, Ermath, Gers
many]. A vale of p=05 was considered to he sotitcally
significant
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Results

Himnpathologic analysis of colonic epithefia on huoman resec-
tioms and rat tbeues exposed 1o radiation.

Hinlgic samination of nommal homan mocoss revealsd
numeroms  organized oys Ening deme muoscolaris mocos
(Figure 1A2). In the imadiaed fdd, characerstic damage &
ohserved, which can be separated inin dysrophic and Shooneonns
tic zomes. In dystrophic ares mocosal besions comsist of atvpcal
crypis and sdema (Figore 14 b In fhronmsoofc aness, crypis ane
almost compleiedy ahsent and mucosa & replaced by inense
inflammatory cdl inflirate (Figure 1Ac) Nonchealfng mocosal
ke are woally sssocisted with Shrosis, which affents the mocos
and sobemucosa with dense eomacellular mamix  deposition
(Figure 1Adl. In owr experimental moded of ras smbjened o
colorental imadiation, hisopathol ogical lesions observed in the
irradiared fedd were similar 1o thoss ssen dimcally. We observed
apopinitc cryps and sohemuocosal edema one week afier imadia-
tiom. At e weels, we oheerved dystrophic mnes or Shoonecrotic
zomes,  Sobstartial  subemucosa]  adema was  aba visdhle
(Figure 1BE.hj. FEight and 21 weels afier irradiagion, Shoonecrotic
areas inmucosa and sub-mucesa were sk observed (Figome 1B ¢ -
1B,d). While anpical orypis nsnally described 25 highly dividing
celly copald still be seen i the lamina propria and the sobe-mocosa,
there was 3 worsening of the kesion keading to oamsmural fhoss
asmociated with vascular sclerosis and dystrophy of the muscolaris
propria (Figare 18,

MSC Engraft in Colonic Mucosa and Improve
Endogenous MSC Mobilization into Blood

MEC were prepaned from the hone marnow of green Soorescent
protein (GFFjramsgenic S0 ras, then verified for GFP expresion
and mjeted nmavenously in mmmocompetent 50 s mme.
diztedy afier onlorecial imadistion. We anabyzed M3C engrafiment
on colomic sectors taken every 1500 pm dhroughout the disal
colon. Experiments revealed the presence of GFF cedls in the suhe

andin the v, nzar the vessek, miil one wesk affer

MEC mjection (Fgure 2A). However, GFP-M3C injected could
not be detecied affer twn weels, We then tesied the ahility of M5O
therapy 0 indoce sndogenns MSC mohifization i the blaod. It
has heen previomly described that endogenoos MSC can be
mohilized flom sorage organs ino blood n response o Geue
damage [17]. Thee M3C-mohilized cells coold pertcipase in
tisue regensrasion [14]. To quanify M3 fFequency in peripheral
Ihlond, we used ther ahiity i frm colony forming unis-fhroblasts
(CFLI-F) i colfare. The marnphology of blood-derived CFLU-F was
similar in those obtained from hone manr o, Choantitssve analyss
sheawed 2 2 5-dnld ﬁ):ﬂ.ﬂ] 1) moreas m the momber of hlood-
derived CFLU-F, three days after M3 ireament, in comparison i
the imadisted group (Figure 2B). As OFLULF were GFPanegative,
we can exclde the presence of mjected cells in hlood three days
afier the eatment. At the same time, we quangfied e bevel of
chemnatmacant molecule SDF-la i plasma by ELISA. We
detected 63562579 pg/'ml in the imadisted grouwp and
1161 22911 pg/ml in iradiated and MSCO treased group, ie 2
L.7-fold (p<(U05) increase induced afier MSC treatment These
resuls mggest that mohbilization of endogenos M3C imo e
blondsream indoced by M3OC-hosed therapy could he ot beast
stimulated by the screfion of paracrine foior soch s 3SDR1x

MSC Therapy Decreases Radiati on-induced Colonic
Ulcers

Omamification of the therapemic potential of M3C infusion on
epithelial mjory indoced by fonizing radiation was analymed an

WEC Thempy Simulates Host Beoue Regenaration

hiinkogical sctions ning HES colomation. AN anahmes were
performed in the imadised fHeld 5310% MBSO were injected right
affer imadiation and resubts demonsmased stadsically significant
improvements in the apithefial mjory soore 2t one and o weels
of 16.05% (p=0.022) and 25.40% (p=0.024), respeciwely
(Figure 3A). This therapentic bmefit & cell dese-dependent; the
mjecsion aflower number of MSC (1 %10° and 0. 1x10% dplayed
na significant henefit on the radistion.-indoced spithelial injory
scare and injecion of higher mumber of B3O (10 10F) did not
funther increase the henefit (dam not shown), Within the uleraed
area, we oherved a chameerisic henefi of M30 dherapy af nvo
weels with impro af the oomg v reepthelization
proces that originaes in atypical oypis with aotively dividing
epithdial cells (Figure 36). Newl yfommed cryps ane impontan for
the epithefial regemnemation process in the ntstine and can be
achised throogh crypt banching (Fgoe 30a) While the
underlying mechaniams of crypt branching are mimown, it has
heen suggested that oy size & imponant in inifating this
plenomenon. We med morphometric anahysi o svalme orypt
depth and counied the mumber of crypt branching per iramwvesal
setion bnoated near the nloerated mne. At o wesds, we observed
increased orypt size in immadiated mats (36307 5.7 pm) companed
to comirols (266429 jim), which was even grester i the
iradiated, M3Careated group (47591289 pm). This oy size
increase & associated with a higher number of crypt branching
which is subsantally highe (p<0001) n imadisted animals
infused with M3C compared in fradisted animals not meated with
MEC (Figure 304 . The mumber of cryps per transversal section
was abo higher (p<(L00]) in dhe irradisted, M3C-oreated group
compared o the Trmdiaed groop (dam not shown) Afier
irracfiation, we also ohserved at the mangin of the oloerated ares
edematous aress where oypt stucmre was preserved. We
7 d fimetional mendifica finms in this zome, which
are mof observed afier MSC mesiment. Immomosiaming sxperis
memts udng anti fecatenin antihodies reveal 2 decrease in
adherent juncion proten expression affer irmadiagon, while this
leved of expresion & similar to the conirol afer MO treament
(Figure 3T Funther meore, 2 radistion-induced reduction of goblet
cell comient (i acid mucus gained in goblea cells with al dan biue)
was nof reponted affer M3C meatment (Figure 3E. Aliogether,
these resubis dememsirate that mfosed MO reduce radiation-
indoced wleers by improving the regenerative procss not only in
ukerated areas bat also in the ucer margins.

MAC-semeted Molecules Inorease the Number of Crypt
Epithelial Cellz Involvement of the non-canonical WHNT
Pathw ays

To analyze paractine mechanizms of M30 acion and sgnal ing
pathway imohemsnt in the reepihefiraton process, we pers
formed i mirs evperiments using madisted, nomeramsdmmed
crypt epithefial cells (TEC-18) colmred or mot with MSC-
supemaant (3N-M3C. In our coliore comditions, rar M3O
expres fFGE, HGF, KGF, TL11, Bpeslie, ant?, 4 5 and 1]
mederules, faciors desoribed s Beilisfing mitsdinal mocosal
repair. We alo ohserved that SN-M3C increases the expresion
of fFGF, KiGF, TL11 and aetf by TEC-18 (datz not shown). Afier
iradiation we ohserved a decrease of the nomber of TEC-18 (29
10509 for TRO-18 and 1.0 10F£0.] for imadiated TEC- 1), We
reported 2 31.55% increase (p<0.001) in the number of i adiaed
IEC-18 in the pressnce of 3N-M3C (Figure 44). Blocking FTI5-K,
MEE or JAK signafng pathways decreass the number of
irradisted TECIA bax does not significandy medy the MSO-
indoced benefit (Figure 4B). Although the shree imhibitors were
added ot the same 6me o the coltore medinm, SN-MEC noreases
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Sk arad eolond

Figure 1. Character ization of radiath
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epithel lum damage (A) Repr
memmnmlucqwhzaym)d-s-mhmmuh

ras with Dﬁywdwofm (3 Comtmi,

dot10.1371 fjournalpane. 00701 70.g001

the number of irradiaed TEC-18 (dama not shown), demonstrating
the nonvedundamt rale of PI3K, MEK and JAK pathways,
Naerthdess, bloding WNT signaling pathways with CKIi
cancelled out the benefit of SN-MSC (Figure 4B). The use of
DKKI, which specifically Hocks the canonical WNT pathway, did
not affeat the beneft of SNNMSC (Figure 4C). The canonical
WNT pathway s dependent on the stabilization of B-casenin and
ntuﬂoamnlodlemdau.“'e wabdated the alsence of this

IO Y

P yin in yzing p in kocal za son by means
of T i on imadiated TEC-18. As GSK3 mhibitar
nchmlnhhmnofmmluhrﬂmmnnnduwdlw

18, incubation with SN-MSC mai balizd to the

@ oringde(h, ¢ d) of he mdaed ones. (&)
(b) imadiation x 2, (c) 8 and (d) 21 weeks. Tissues am MMMGM
(HES). Pictums wem taken on Sscues located indde the mdiated field. Osginal magnification,

lesions $hat can be separated Into dystrophic (A b and 8b,c.d) and fbronecrotic zones (A cd and 8 cd).

matve pic of col | lesons Induced In

66 Col | iradiation leads to ch
via p hanisms, the of crypt
epithdial cells through the ical WNT pathway

After Colorectal Imadiation, MSC Therapy Induces the
Proliferation of Crypt Epithelial Cells and Increases WNT4
Expression by Epithelial Cells

FEpithelial profiferation was asessed by counting PCNA-positive
cells per ol cdks of the crypt on secsons of the calon adjacent o
the ukcer. Two wedks after imadiation, the number of profiferating
cells decreased compared to the contral group. At ¢his time, the
increased profiferation observed in the irradiased and MSC-

P
cell membrane in imadiated IEC-18 (Figure 4D Non-canonical
mwmm&mdmmwwwnﬂﬁe
hway (WNT/Ca™). Using ecific inhibi
la:ofduepnhnys,mmnazd qu&amlosd‘l\e
baeﬁpm&dbySN-hBCﬂ QC).Downnm agn ali

d group d © the irmdiaed growp & 32.1%
ﬂunMn!ﬂl).Wenhuowmmﬂlpeupuon
Jysis in imadi that MSC treasment

wndmd ot ISC markers (Figure 5C). Immunochistn-

mﬂmwmemwml‘ﬂ)}wus
w.ﬂ

pathway oJUN p yias

e cells (described as transit-amplifying
celnme)undh#t-cmc&(daubed a5 cdls

Wm“' Jyst Jed an i QK.0.0S)d'c-
JUN ;imvl'nnhm mn imadisted TEC-18 afer SN-MSC
mcubagon (Figure 4E). These ie mivs results o that

with d in the
colon [5] we found ampnyd’puﬂ'ennmcdldullbo
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Figure 2. MSC engrat in colonic and impr <
In e colon. Detecson of GFPMSC (biadk armw) In lmadiated (3, b colonk

antbodies. Original magnification, X335 and x1330. () Mobllzation of endog
of MSC marphobbgy In biood FU¥ and quantifaton of CFUF number per 15x10° plated cells. MSC

MSC mobiliization into blood. (A) Inravenous injected MSC engraft
b «© 1 week after wm
enous MSC in blbod induced by MSC A

the numb dlhdb

dertved CFU¥ (n=11 for each gmupl. Results re axpressed as mean SEM and compamd between groups by oneway ANOVA followed by a Tukey

test
dok10.1371/journal pane. 00701 70.9002

wradiation, we observed a d n SOX9+cell numbers. The
reducion & moderate for SOX9dow cells and drastc for SOX9-
high cells. MSC in Irradiased rats the mumb

of SOX9%4ow cells compared w0 values obtained in irradiased
animals (x1.44 at one week (p<0.001) and x1.48 a1 two weeks
(p<0.001]). MSC treatment also limis radiadondnduced reduc-
tion of the number of SOX%high cells and the major eflect
@mml)ndenmdnmuﬂ:(ﬂjmnm.\dm
d rass seows imadiaed ras) To evak 1
in ayp<ell profiferation, we performed v 5ze analyds of growth
fctor secresion (EGF, BFGF, IGF1 /2, KGF and TL11), r-suedie
and we! gene expresdon (un2, 3, 4, 5, 6 and /1) on colonic mucos
(Figure 6 A, B). Except for amtf gene expression, resuls do not
show differences between imadiased and imadiated MSC-treased
animals, in accardance with our ie »ite findings Quansficaion of
watf expression wing RT-PCR demongrated an increase in its
expresion afier imadiation by 24okd, and an even higher increase
by 44od (p=0003) afeer imadiation and MSC

Analysis of the Therapeutic Efficacy of MSC on
Established Radiation-induced Damage

Three weels after tmadiation (as already described or o
MMMwWWrmm)m
with profound ulcerased areas. Tt of MSC
at this time increase (p= Omi)mnd-\wﬂﬁuulﬂ.
Colanic lesions were also studied by
pitures are presented in Figure mMWF&md
ukerated areas with white necrotic tissues in iradiated mas.

Hemarrhages and p “"\unhmdloohuwdn
imadiated ds. In MSC. vns,(hq»max:
areas were less and hemorh were less p

Mpedﬂ\u&mﬂohuﬁ%mgd’hm:mm
shides demonstrased signih and dar Improve-
ment at aghe and oy weeks, repectvely. The localized
naﬁnmddwdmhecdmm&cenqd‘mmmd’
ihmamdﬂmﬁthmmgneghmdwmvuh.'ﬂu

(Figure 6B). This result was confirmed at the protein level by
WNT4 immunostining on colonc shdes (Figwre 6C). We
mtnl\emmbadephidulnwmwrtn

d after imadiation and 3 d even more afier MSC
treamment (Figure 6C) Owr resuls demomstrate MSC's e s
ability to maintain regenerative propersies by stimulation of
profiferating colonic epithelial cells. This effec might be poeen-
tiated by epithelial cell autocrine searetion of the non-cananical
WNTH# facar,
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thod of did not emable us to highlight satstcal
nwwumofl\ae by MSC
“mmwmllwnnbdlmufdowqmc
treagment (Figure 7C, D). M '] ithelial
atypia, re-epithdizeion ahility. Ald’lhueaumwemﬁ-
Myw“mmwmpwmdmm
d group. As previoush d in 2 pr ol, we
cmudmmmc&pu oduld’lleuyp onaenm
located at the margin of the ucer. We d d that i
injectons of MSC on esnblished radiation-induced lesions ressore
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the ahility of crypt epithelial cells to profiferase, which is impaired
eight weeks affer imadiation (Figure 8A). This result & corrdased
anomew&nm
(Figure 8B). We
also evah 4 WNT4 m expresion in colic mucosa at the
mﬁndﬁenwwmmmnm
umber of WNT4 qtl'nliclprumwcumed

2yl

d irside e imadated field. in al experiments n <8 for cach

Nevertheless, mc weaument induces 2 therapewtic benefit on
the colonic by redud bished ulceration through
the stmulation ddurmwpm from ukcer margins.

mdruiudnwthtWN’ﬂmdauieupmnn ed in
iradiated amimak oeated by MSC. These rembis cannot
d T aon of fhre & mduced by
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Discussion

The p fndings d thnnmﬂe&sedmhuﬂ

irradiation ind clovic epichelial aleragors. T dhis ryadint

mdlodcbuo‘luwmhwdmemdemlm,ﬁethe
& a5 bladder, the p ar I vesides may be in the iradiaed
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Figure 4 in vitro anal ysis of para crine mechani sms of MSC action. (A MXC suparatant incmeases e number of I£C18 Fer radaton. Data
am the mean of 9independent expesments pesformed In Tiplicate. (8) inhibiton of AXT (Ly294002), MEX (PD-S8059), JAX] and WNT (CX1) signaing
pathways using specfic blocking agents. (C) inhibition of the canonical (DKX1) and noncanonica (KN-93 and RO21-8220) WNT pathways. Reoults are
as percentage of M&Cbeneﬁ(rndmﬁhndaed with SNMS x100L 00 A 8 and € results ame expressed as maan =SEM and compamd
bawem goups by »est (D) A escence to vanlize fi-catenin nuckear tandocaton In imadated EC-18 (E)
Repmsentative westem blot usihg M\bades aganstphasphorybied o JUN or totd ¢ JUN. The rago of phasphorylated cJUN/tal o JUN analyzed
on imxdated QI8 s Increased after SNMEC Incubation. Resudls e expmssed as mean+/ —SEM of 4 ndependent experiments and compared
bawem gmups by oneway ANOVA fallowed by a Tukey test
dok10.137 journal pone. 00701 70.g004

fidd Tmadiadon of these organs maght induce time-dependent in the pelvis leading © funcgoming alteragions [23]. Direct
tisue damage such as what has already been described for the radiation effects on various organs associated with crom-argan
bladder [19-21]. Physialogical cross-talk between diflerent visceral sensitization might be at the ongin of 2 warsening of calonic
organs i necessary ©o function in 2 coordinased manner [22]. The pathalogy. In our madel, radiation wxicity keads © severe chronic
pathalogy of ane visceral argan increases the inflammasry process mumsml ukeragon and fitwosis. In previows studies performed
in other argans and the development of arassorgan semsitizason uang the same madd, we showed that, m addition 1o colonic
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epithelial fibrods, imadiation ako mduces inflammatory processes
and vascular damage [24,25]. These lesions seem to be similar ©o
those abserved in padenss subjected to pre-operative radiotherapy.
Using this mode] we d d the therapeusc benefit of MSC

MSC could act through paracrine mechanisms in which WNT4
might play 2 role in the stimulation of the reg Gve proces.
This study constitutes 2 first approach © being able to argue in
ﬁwrofﬁewd)&nor&rbmﬂmnmm

= bt ardesai

on radiation-induced severe epithefial colonic ub The
therapeutic efficacy of MSC was observed at all ages of lesion
development (ie. in esublished or non-estabiished lesiong at the
time of cell treatment. This could be explained by the capadity of
MSC © stmulate the regenerative process, which & initiated afier
iracdiation bt at 2 Jbow levd and with limle eficacy. In 28

MSCanediated secetion of 2 broad range of bicactve
malecules induces more significant hiokagical eflects than their
ability to differentiate [26]. As already demanstrased by Lee et al,
[27], in our model we also observed 2 high number of injecied
mmeedninehlgm-nlymdnnil\mdlyufuthu

upcnunlpluondsuedmthuandy, aded evid
m-n-nhepoiﬁmlbiyd'ww
oelupa-meiwthem;mp-ulmc&mium
uelnmudndleultu % MsC therek
itheli I Owr study postulases that

o g L

PLOS ONE | wwwplosone.ong

1 (data not showm). MSC have been
reparted to improve myocardial infarction through the abscopal
efect [27]. Such 2 mechanim could ako be responsible for the
mitial benefit nduced by MSC on caloni

baddmnwdupmofmndnhg,we&nohuwd
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Figure 6. in vivo expression of molecular factors invoived in the proliferation of epithelial cells 2 weeks after irradiation. Total

pn&:-dm-mmdf—\wdntmnmnd&mtwupndntf.lby&)ﬂ.&otm"n . Relagve
mMANA expression of wntmiated ganes were ized to gapdh h ing gene and sandardized to contml leved (contml m-ll

Bprcdon of warl, 2 and 3 was notdatected In any of the 2 groups. Wntd exprestion hamsed by 2-fold after imadiation and 4 fold after imadiaton

and MSC teatment. Resuls weme compamd uging Mest (Q R of WNT4 lmm g (blue mnhg ofgna mql‘u!tm.

lmﬂq‘m‘mbndﬁcnm&dmlu_ﬂ\gwc‘spcmzmh o

cdis Increased afier lradiation and Inceased even maom after MSC . bmmgmpbymuqmbh-d

by 2 Tukey st *p<0.001 versus contrl groups. In A 8, mdcmn-efwndlqnps

dok10.1371/journal pane. 00701 70.g006

trandent engrafiment of thewe cels i wrradiaed top txue repair has already been reparted afier ssue

Acaumulagon of evidence shows that MSC are alo able ©  damage [17,18] but never afier MSC therapy, as was deman-
migrase o imadiated dmues afier inmavenous delivery [28]. It .nnd'nth':mﬂy.

has been hypothesized that MSC will engraft in dsuie through the The i inal epithdium undergoes rapid, - ho
mtnedﬂn-nnlahq‘uhhnyd'dcmolemlun\dvedn mtmﬂ.Upnnm,dh ity of the intestinal I
the wethering, ralling, adhesion and transmigration of leukogytes  swrface & wdymﬁﬁdhmdﬁcqul\&n’:
ﬁmd:ﬂooh:unnmdtmemhmobe pressed on riul ive capability. The ability of the hostto respand
MSC [29]. H , ok 1 diason leads © 2 bal mlmdquyre@mnhﬂﬂyotdwmdw
inflammatory environment that & unfavarable to the survival of migration, profiferagon and difierentiason of the
MSC. Thus, the secretion of regenerative factors by MSC eptdnlelsiomthem.(htﬂl‘ly&mmumh
engrafied in the colon was probably foBowed by their mapid > duction of colomic epithelial cells with
L This could explain the difficulty in highlighting  prog or h Hth @oxsq-).iugdby
MSC engrafiment in damaged tisues. We ako observed that MSC‘luvy.hm of imadiated ani wansendy
MSC therapy increases pla 'SDF-lamd" d an intins 2 basal ber of SOX9-low cells (at ane week) and
i of end I w MSC. SDF-lx plays an  alwo increases the SOX%high cells, which are substantially
-wamlmkmmemd)ﬁumofMSbedmcquhg reduced afier imadiason These eflecs are assocated with an
adhesion maolecules that hold them in their niche [30]. Owr smdy & in the her of profiferating cdk in the calon cypt.

thus supparts the idea that MSC therapy using secreted facwors Recent studies have demonstrated that following fr5+cdl deple-
could enhance the pool of endogenous MSC by mobilizing them tion (that are alo SOX9-high) a5 2 resuk of genetic magation or
from organ storage. This endogenows MSC mobllzason could  iradiation, the mumber of slow-cycling cdls (SO X9dow) increases,

indirectly ensure the imation of tisne reg on even i mmnbmgullﬁ-q Mareover, during the
injected cells are partially oz, Mobiliztion of endogy MSC = > follo diation, SOX9dow slow-cyding
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wmmemmtmwmmm Ny score Sand 21 wedks afier mdaton (n- 6 for each group). Data

wem compamd by tect
dol10.1371/journal pone. 00701 70.g007

o&wﬁmkﬁmiﬁxﬁtmidmddﬁﬁeﬁy
to form organoids ée ava, wh the mme immadiated subset
ﬁied 9. Ahgaha, resuls from vanows gudies suggest that

dves the aaivation of 2 subset of low-
pmii’uumcdl:duma&p(addlmmnn“nan
cell-dike™ suate [31] with 2 high profiferason capaaty. Our reaults
are in d with this cancept and seem to demomstrase that
after radiation injury, MSC therapy might i

through mesenchymal-epithelial paracrine neraaions. The
WNT glyooprosein family & 2 highly conserved ligand that acts
through the canonical (WNTI, 2 and 3) or noncananical (WNT4,
5a, 6 and 11) signaling pathways. Our i afe experimenss show
that the inhibison of the canonical WNT pathway by DKK1 does
not modify the increase of epithdial cells mumber induced by SN-
MSC Momovu, we ohuved that SN-MSC does not induce B

Mwmdydaukdfahommwhmwncm
cells [32], MSC might be an
epithelial stem cell niche, p‘ovd.ngm opnnal mmmmx
br-ancclimwm Mesenchy pithelial interac-

imolved in ISC mdmmndwﬂma
luxemayofmaﬁxgmlemh.'l‘he WNT glycoprosein family
& expressed speciiclly in the hymal and epithelial
camparmments in the adult intestine m]nldlleWNTplhwzy‘
have emerged 25 a key regulk of thefial
homeostasis [3]. erdann"nntheamnwnd\nhm
d'uqonﬂielqum d’cdnnc epithelium after its

may e WNT _plhway

nprove this pr in colonic epithelial cells, usually
abserved after ical WNT pathway activation. We can thus
inal exchude the invoh of the ocal WNT pathway in MSC's

ability © ndmt q:d\dul profiferation in 2 context of radiatian-
induced alt ih oflheWN’l'wnnulpuhmy
in epithelial profiferason along the gagrointestnal wact is
controversial [35,36]. Such dis ies could be explained by
the a&mu rqomwma of segments of the digestive ract ©
C d WNT agoni gonists ar © the reladive abundance
d’WNTagmumd’:mlm[!!] This observagion & in
accordance to our resuln. Fxcept for rsmadie, we cannat
d the expression of the umfcanonical gene in rat
alomic muccsa. We dearly show ie site an involvement of non-
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ferate. This effect is assocted with an Incease In SOX9 pasitve cdis and 3 b d WNTS molecul Iquc&(N
mdmmmw.wnmnmmmndmnww
of aypt celis Ongmal magnification, x600. radation mduces the poifratveabiliy of epthelial celis whie the poifaatvep dat
abad MMMMO)W&GSMWIM after imadiaton. mmwmn rumber of
SOX9high ceils that am restored after wexment (C) Representative of WNT4 i g In col of
&-n-\l-dmlwg“&pm%“h%”‘mmmtdhhm.&hﬂ
analyzed ras, while WNT4 expression in colonic mucom of MSC rexted rats was higher $han In the contral group. Al amalyses ware parformed on
umWMhﬂWﬂ.mﬂmn-&hnﬁmﬂ-*"ww o oneway ANOVA
folowed by 2 Tukey test. *p<0.001 vesus contml goups. Ofgnal magnification, x800. ety
do10.1371 fjournal pane. 00701 70.g00S

canonical WNT pathways in SN-MSC abality to increase epithefiall  hypoxia, plays an essential role in vascular and skeletal muscle
cells and our resuls also sugges an aunaine regulagon of the ibuw[ﬂ]halum#hodmmdlm

epithedial cells through WNT4 secresion. Our ie zivs smdy pomts ~ MSC WNTH, osten=
in the same direcsion. We thas d d that after rradiagon, Fnuudnwd:vw-d‘cncﬁddeﬁu[ﬁ]
MSC treamment simulates epithefial profiferation and i Cananical and d WNT pathways act via FRIZ-
the mmber of SOX9-high posigve cells asmociated with an Zlmimiymmdlhwduwdnmﬁ
in WNT# expression by cal ertdﬂelnnbﬁ (R-SPONDIN receptor) associase with FRIZZLED in B-casenin
el,lu:h.naxpmlle' i of the l signaling [39], reinforcing the nation that WNT signaling and
WNT4 pathway in the ability of MSC to increase progenitor/stem mdhdogym closely related [40]. Moreavu, IGRScan
cell activation and therefore to favor the epithelial regenerative  alio act through the non ical dgnaling di

process of the colon after ndiason-induced epithefium ukerason mllemﬂi)ﬁyd‘molnmb[ﬁ] lnd:odotgw
hwnmﬁmgnﬁobwthum&dnnhm pasitive cdls are alzo LGR3 [5]. However, we were not able 1 set
chemia modd that MSCesecreted WNT4, which increases with  up LGRS immunostaining in rat colons to confin this
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ohservation. In our model, REPONTAN (Jigand of LGRS) is
expresed in the colonic muoms bt i expression is not medified.
afier M0 treament However, we amaot exchode the synengy of
E-3PONDIN and WNT molecols in mdocing nomecanomical
signafing and IS0 profiferaton [$0.41].

Although vani o drogs have been already heen clnically tesied
to redoce “pelvic mdiation  disease™, no agemis have heen
identifiad that are ahls & prevent or raduce imtestinal radiagion
toacicaty, which & the mest impontant dose-Emiting fenr doring
pdvic rdictherapy [10]. This smdy provides evidence for the
pumﬂid'hﬂﬂdmnwmﬁrrﬁmttﬁm of radiation on the
colon through enh afithe Twe process A specific
featmre of “pdvic radiaton dirase™ i thar adher argams such as
the Bladder may abso be aliered i the kng term, keading o
imensified side effens [1]. In this e, M3C meatment provides a
significant therapeutic advanige since @S ose I regenerative
meedi dime for the resinration of many organs (hadder, Bver, bidney,
eic) has been widely described [12,15].

The therapewic effimcy indoced by MBSO might require
howsted profiferation of epithdial cels, inclodng some that ane
in the fiedd of rradiaton The simolafion of these radiated cdls

WEC Thempy Simulates Host Beoue Regenaration

Conclusions

During radictherapy protocol, healthy fone koaed near the
tumenr can he affeated by innizing radiation keading i severe tene
damage. In ti sudy, we demomsirated that M3C therapy
reduces imeversible radiation-induced onbmic ulers and proposed
mechanisms of therapentc oficacy. M3 engrafi in ong and
colomic mocosa 2o mohlizz endogenom M30 thet coold have
lasting henefits over Gme. This new imsight of M3C action & of
major mierest and forder investigaton are neossary o st the
mahifization of ather progenitor cells. We sl demamstrated that
MEC therapy siimuolates profiferation and grosth fantor secregion
of colonic epithelial cells positive fr 30X5 progeniior/stem oll
markers. Therefore, the therapeutc hensfit of stem cell ﬂmm“'
usang ME3C & induced by stirmmolasing endogy et
cells i improve the regensrative process.
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