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« Assurons-nous bien du fait avant que de nous inquiéter de la cause. »
Bernard Le Bovier de Fontenelle,

Histoire des oracles, 1686, Premiere dissertation, V.

« On fait la science avec des faits, comme on fait une maison avec des pierres ; mais une
accumulation de faits n'est pas plus une science qu'un tas de pierres n'est une maison. »
Henri Poincaré

La Science et I'nypothese, 1908

« La science est faite d’erreurs, mais d’erreurs qu’il est bon de commettre, car elles menent
peu a peu a la verité. »
Jules Verne

Voyage au centre de la terre, 1864
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Avant -Propos

Dans le monde, le nombre de nouveaux cas de cancer est estimé a 19,3 millions et pres
de 10 millions de décés par cancer en 2020. En France, c’est environ 382 000 nouveaux cas
de cancer et 157 400 déces en 2018. L’amélioration des diagnostics et des traitements a
permis de diminuer le taux de mortalité¢ des cancers et d’augmenter I’espérance de vie. La
radiothérapie est un traitement utilisé dans environ 60% des parcours de soins, en association
avec d’autres traitements. L’amélioration de la précision balistique et du détourage des
tumeurs a permis de limiter I’exposition des tissus sains, mais celle-ci n’est cependant pas
nulle. Des effets chroniques peuvent subvenir jusqu’a 20 ans apres la radiothérapie. Ces

complications peuvent parfois étre létales.

La sphéere abdomino-pelvienne comprend environ 25% de tous les cancers incluant
principalement les cancers du célon-rectum, de la prostate, du col de 1’utérus et de la vessie.
Chez I’homme, le cancer de la prostate représente 25% des nouveaux cas de cancer en 2018
pour la France. Dans I’ensemble des cancers pelviens, la vessie est un organe a risque en
raison de sa position centrale dans cette région et de sa proximité avec la prostate, le col de
I’utérus et le colon. L’irradiation de la vessie peut engendrer, dans 5 a 10% des cas, une
cystite radique chronique. Pour une irradiation d’une tumeur de la prostate, cela peut atteindre
presque 20% des cas suivant le type d’irradiation. Cette particularité est due a la position
particuliére de la prostate qui entoure la partie inférieure de la vessie. En clinique, la cystite
radique chronique se caractérise par des incontinences, des douleurs et des hématuries et au
niveau tissulaire par un dénudement ou une hyperplasie de 1’épithélium vésical accompagnée
d’anomalies cellulaires (cellules apoptotiques, bi-nuclées, vacuolisations), de télangiectasies

et de la fibrose.

La difficulté de la prise en charge des complications des radiothérapies abdomino-
pelviennes est illustrée par 1’accident d’irradiation d’Epinal. Entre 2001 et 2006, plus de 400
patients ont re¢u une dose plus élevée d’irradiation de 10 a 20% lors du traitement de cancers
de la prostate au centre hospitalier d’Epinal induisant des cystites et des rectites radiques.
Dans certains cas, ces lésions ont nécessité des chirurgies lourdes comme des cystectomies

impactant la qualité de vie des patients.
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Pour 4 patients issus de [D’accident d’Epinal réfractaires aux traitements
conventionnels, un essai compassionnel a ét¢ mené au moyen d’une thérapie cellulaire a base
de Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM). L’injection de ces cellules en intraveineuse a

permis d’améliorer durablement les cystites et rectites radiques.

Les CSM sont des cellules multipotentes adultes pouvant étre extraites a partir de
moelle osseuse ou du tissu adipeux. Ces cellules ont de nombreux réles, dont le soutien de
I’hématopoic¢se, le maintien de I’homéostasie tissulaire, la modulation de la réponse
inflammatoire et la régénération des tissus. Les CSM ont éteé utilisées avec succes dans les
pathologies du systéme immunitaire, comme la maladie du greffon contre I’héte ou les

maladies inflammatoires chroniques de 1I’intestin.

Pour la pathologie de la Cystite Radique Chronique (CRC), le nombre d’études
précliniques est faible et a notre connaissance il n’existe pas d’étude préclinique utilisant les
CSM. Notre objectif est double :

1. Créer un modele de CRC chez le rat avec des 1ésions similaires a I’homme. La
plateforme SARRP (Small Animal Radiation Research Platform) est utilisée
pour une irradiation précise de la vessie en limitant 1’exposition des tissus
environnants.

2. Evaluer I’efficacité et I’innocuité du traitement par les CSM. L’injection des
CSM avant la phase chronique a été retenue afin de potentialiser leurs effets.
La caractérisation du modele ainsi que I’évaluation de I’efficacité des CSM ont
été principalement réalisées sur 1’épithélium vésical et les 1ésions vasculaires,
deux points cruciaux de la CRC.

Nous avons montré que les CSM permettent de diminuer les atteintes de 1’épithélium

et sont egalement en faveurs d’une diminution des Iésions vasculaires.

Les résultats sont les premiers éléments en faveur d’une action des CSM pour
limiter la progression de la CRC. Cependant I’étude des mécanismes nécessite d’étre

approfondie.
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A.1 Les cancers abdominopelviens

Le nombre de nouveaux cas de cancer au niveau mondial est estimé a 19,3 millions
avec 10 millions de décés par cancer en 2020. Les cancers abdomino-pelviens représentent
environ 25 %. Parmi les cancers de la zone pelvienne, les cancers colorectaux représentent
10%, le cancer de la prostate 7,3%, le cancer du col de ’utérus 3,1%, les cancers de la vessie

3% (Sung et al. 2021), voir figure 1.

A Incidence des cancers en 2014 B Incidence des cancers en 2020

col de l'utérus; 2,%% vessie; 3,0%
cesophage; 2,4% thyroid; 1,7% thyroid; 3,0%

vessie: 2 4% col de l'utérus; 3,1%
foie: ’9; Autres cesophage; 3,1%
oie; 5,7% ) i Autres
cancers; foie; 4,7%
cancers;
: 9 35,0% !
Estomac; 6,9% 0 Estomac; 5,6% 37,1%
prgs:;te; prostate;
e 7,3%
Sein; Poumon; Sein;
12.2% 13,3% Poumon; 11,4%  117%

Figure 1 : Incidence des cas de cancers en fonction de leurs fréquences. Seuls les 10 cancers
les plus fréquents sont représentés. A : Fréquence des incidences en 2014. B : Fréquence des
incidences en 2020. Chiffres issus de Globocan (The Global Cancer Observatory:
International Agency for Research on Cancer: World Health Organization 2020 (Globocan).
Number of new cases in 2020 November 2020).

L’incidence des cancers augmente, ainsi en 2014 le nombre de nouveaux cancers était
estimé a 14,1 millions contre 19,3 millions actuellement. La radiothérapie externe est utilisée
dans plus de 60% des traitements tous cancers confondus en 2019 selon I’'INCa (Institut
National du Cancer) (INCA Février 2019). L'objectif de la radiothérapie est d'éliminer la
tumeur tout en préservant les organes sains environnants. Le risque pour un organe dépend de
sa sensibilité a l'irradiation, de la dose et du volume exposé (en fonction de la proximité de la
tumeur ciblée, de la délimitation de la tumeur), du fractionnement prescrit et du type et de

I'énergie de l'irradiation utilisée (photon, neutron, électron, proton, carbone, etc.).
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A.2 Les organes a risques

Les organes a risque (OAR) sont les tissus /organes sains a proximité du volume cible
clinique (CTV pour Clinical Target Volume) dont l'irradiation peut induire des effets
tissulaires néfastes majeurs. La tolérance aux rayonnements ionisants des organes a risque
(contraintes de dose), qui dépend de la radiosensibilité et du volume, est I'un des principaux
facteurs limitant le choix de la dose de radiothérapie. Le rapport thérapeutique est defini
comme la relation entre la probabilité d'éradiquer la maladie néoplasique, dépendant de la
dose de radiothérapie, et de la sensibilité des OAR, dépendant des contraintes de dose. Dans
les irradiations pelviennes, la vessie est un organe a risque. La vessie a une architecture en
parallele. Elle est constituée de plusieurs sous-unités fonctionnelles plus ou moins
indépendantes les unes des autres. Pour induire la perte de fonctionnalité de I’organe, il faut
une irradiation sur une large zone de I’organe. La problématique des Iésions tardives des

organes a risque notamment de la vessie est un enjeu de santé majeur (voir tableau 1).

Tableau 1 : Organes a risque en fonction de I'organe de la sphére abdomino-pelvienne traité
par radiothérapie (Source : Institut National du Cancer - Les cancers en France - édition 2015)

Organe traité par radiothérapie Organe a risque

Rectum Intestin gréle

Canal anal Intestin gréle, vessie, vulve, grandes lévres

Col de I’utérus Rectum, vessie, canal anal, intestin gréle, cdlon sigmoide, vagin

Endometre Rectum, vessie, canal anal, intestin gréle, cblon sigmoide, vagin
Vulve Rectum, vessie, urétre, canal anal, intestin gréle, cblon sigmoide
Prostate Rectum, vessie, canal anal
Vessie Rectum, canal anal, intestin gréle, c6lon sigmoide

Testicule Moelle épiniere, rein, estomac, intestin gréle, cdlon

A.3 Les contraintes de dose de la vessie

Le taux de complication a long terme est influencé par trois éléments clés du protocole
d'irradiation :
1. La zone de la vessie exposee, le trigone (partie inférieure de la vessie) est plus

radiosensible que le dome (partie supérieure de la vessie).
12
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2. Le débit de dose. Un débit inférieur a 0,8 Gy/h réduit le risque de cystite

radique. Des doses supeérieures a 2 Gy par fraction augmentent le risque de séquelles.

3. Il est estimé que pour un volume de la vessie irradié <5% la dose maximale est
de 74 Gy, 70Gy pour un volume <20%, 65 Gy pour un volume <25% et 40-60 Gy pour un

volume <50% (voir figure 2).

Dome —— »

Trigone ———— ™~ <20%
70Gy

. <5%
}74Gy

<25%
65Gy

/

<50%
40-60Gy

Figure 2 : Contraintes de dose dans la vessie en radiothérapie conformationnelle en fonction

du pourcentage de la vessie entiere exposée.
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B.1 Anatomie de la vessie

B.1.1 Généralités

La vessie est un organe creux aux parois distensibles, qui lui permet de stocker jusqu'a
300-400 ml d'urine. L'expulsion de l'urine est assuree par la contraction des muscles de la
vessie, structure musculaire appelée détrusor, qui se contracte pendant la miction, avec une

relaxation concomitante des sphincters.

La vessie se compose de trois parties externes : le déme, le corps et le trigone. Le
déme est la partie craniale, pointant vers le haut et la symphyse pubienne. Il est relié a
I'ombilic par le ligament ombilical médian. Le corps de la vessie est la partie principale. Le
trigone est situé en position caudale. Contrairement au reste de la vessie interne, le trigone a
des parois lisses, ceci s'explique par l'origine embryologique différente. Il s'agit d'un tissu
d'origine wolffienne donc du mésoderme intermédiaire, contrairement au reste de la vessie qui
dérive du sinus uro-génital issu de I'endoderme. Il existe deux sphincters musculaires situés
dans l'urétre. Le sphincter urétral interne, qui chez I’homme se compose de fibres lisses
circulaires, qui sont sous contr6le autonome. Il empéche la régurgitation séminale pendant
I'éjaculation. Chez la femme, il s'agit d'un sphincter fonctionnel (c'est-a-dire sans muscle
sphinctérien). 1l est formé par I'anatomie du col de la vessie et de l'uretre proximal. Le second
sphincter est le sphincter urétral externe qui a la méme structure chez les deux sexes. C'est un
muscle squelettique sous contréle volontaire. Cependant, chez les hommes, le mécanisme du
sphincter externe est plus complexe, car il est en corrélation avec les fibres du muscle recto-

urétral et du muscle releveur de I'anus.
Depuis I’intérieur vers I’extérieur de la vessie, la paroi de la vessie est composée de

I’urothélium, la lamina propria, les cellules musculaires (ou détrusor) et I’adventice/serosa

(figure 3).
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B.1.2 Le systéme nerveux

La vessie recoit des informations du systéme nerveux sympathique, parasympathique
et somatique. Le systeme nerveux autonome sympathique provoque la relaxation du détrusor.
Le systeme nerveux autonome parasympathique, favorise la contraction du détrusor. Le

systéeme nerveux somatique permet un contréle volontaire de la miction (figure 4).

a b
— Bladder
Pelvic nerve ~ ACh | e e
(parasympathetic) ' \

4 Detrusor

Hypogastric
YPOg muscle

nerve (sympathetic) i

7 0
Bladder -

ol receptor (+)

Pudendal nerve
SN (somatic)

e = D— External urethral
B ‘ sphincter
T~ ACh
Urogenital Nicotinic receptor (+)
diaphragm

~ Pudendal —~

~

nerve

Figure 4 : Schéma de I’innervation de la vessie et des récepteurs spécifiques des differentes
fibres nerveuses. A : Innervation externe de la vessie. En bleu sont représentées les fibres
sympathiques, en vert les fibres parasympathiques et en jaune les fibres somatiques. B : Voies
efférentes et mécanismes de neurotransmetteurs qui régulent les voies urinaires inférieures.

Figure issue de I’article de Fowler et al., de 2008 (Fowler et al. 2008).

Durant la phase de remplissage, les nerfs sympathiques empéchent les nerfs
parasympathiques de déclencher des contractions de la vessie. Les nerfs sympathiques
induisent la relaxation et donc I’expansion du détrusor ainsi que la contraction du sphincter
urétral interne. La distension de la vessie active le nerf pudendal par la libération de I’ATP, de
I’acétylcholine et du monoxyde d’azote (Stenqvist et al. 2020). Cette stimulation entraine une
contraction du sphincter urétral externe conduisant au phénomene de continence. Lors de la

phase de miction, le nerf pudendal induit le relachement du sphincter externe. Les nerfs
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parasympathiques induisent la relaxation du sphincter interne et la contraction du détrusor

engendrant la miction.

L’origine des incontinences peut étre trés variée. Pour la CRC la fibrose induit une
rigidité de la paroi de la vessie. Ainsi la distension est plus difficile et les récepteurs de cette
distension s’activent pour des volumes plus faibles que la normale entrainant des urgences.
De plus, la rigidité de la vessie induit une pression interne plus grande, dépassant parfois les
capacités des sphincters et causant des incontinences. Une hypersensibilité des neurones est
observée, causée par I’inflammation. Ceci entraine une sur-activation des fibres nerveuses
pouvant engendrer des douleurs, des contractions involontaires et un relachement incontr6lé

des sphincters menant a des incontinences.

B.1.3 Le systéme vasculaire

Le systéme vasculaire de la vessie est principalement dérivé des vaisseaux iliaques
internes. Chez I'nomme, il est complété par l'artere vésicale inférieure et chez la femme par
les artéres vaginales. Le drainage veineux est assuré par le plexus veineux vésical, qui se vide
dans les veines iliaques internes. Chez I'homme, le plexus vésical est en continuité, au niveau
de I'espace rétropubien, avec le plexus veineux de la prostate (plexus de Santorin), qui recoit
également le sang de la veine dorsale du pénis (figure 5). Le systeme vasculaire pénétre
profondément dans la vessie. Les plus gros vaisseaux sont localisés au niveau du détrusor et
les plus petits dans la lamina propria. C’est dans cette derniére que la densité en capillaire est
la plus grande. Le systéme lymphatique se divise en deux parties. Le trigone et le fond de

I'utérus se déversent dans les ganglions iliaques internes, sacrés et communs.
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Figure 5 : Représentation de la vascularisation de la vessie. A : Représentation des artéres. B

: Représentation des veines. Image issue du cours de médecine sur la vessie de la faculté de

médecine et de pharmacie de Marrakech. Source

http://anatomie-fmpm.uca.ma/wp-

content/uploads/2020/07/la-vessie.pdf (derniére visite le 02/03/2022)

B.2 Anatomie de la paroi de la vessie

B.2.1 L’urothélium

L’urothélium forme l'interface entre l'espace urinaire et les tissus vasculaires,

conjonctifs, nerveux et musculaires sous-jacents et protége ceux-ci de I’urine. L'urothélium

est I'un des épithéliums a cycle le plus lent, avec un taux de renouvellement d’environ 200
jours (50 a 350 jours) (Hicks 1975; Walker 1960). L'urothélium est I'une des barriéres les plus

efficaces de toutes les biomembranes, avec une résistance électrique trans-épithéliale pouvant
atteindre 75 000 Q/cm? (Lewis 2000; Negrete et al. 1996) et d’une grande flexibilité (Hicks
1975; Minsky and Chlapowski 1978). L'urothélium est composé de 4 types cellulaires

formant des couches. La premiére couche est composée de cellules souches et de cellules

basales, une couche intermédiaire et une couche superficielle ou apicale composée de grandes

cellules hexagonales (diamétres de 25 a 250 um) appelées cellules superficielles ou "cellules

parapluies” (figure 3).
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Les cellules souches sont souvent confondues avec les cellules basales. Ensemble,
elles forment la couche basale de 1’urothélium. Contrairement aux cellules basales, les
cellules souches sont KRT14 (Keratin 14) positive (Wang et al. 2017a). Ces cellules sont
relativement rares dans 1’urothélium. Ce sont les seules cellules qui ont la capacité de s’auto-
renouveler afin de régénérer I’urothélium. En cas de blessure, celles-ci se différencient en
cellules basales qui a leur tour vont se différencier en cellules intermédiaires puis
superficielles. Les cellules basales sont petites (10 mm de diamétre), elles forment 1’essentiel
de la couche basale. L'intégrité épithéliale est maintenue grace a un processus complexe de
migration, de prolifération et de différenciation. Leur renouvellement lent et leur
différentiation peuvent étre influencés par des facteurs exogénes, notamment I'EGF
(Epithelium Growth Factor), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le
récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR pour Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor) et d’autres molécules telles que I'acide rétinoique (Sun 2006; Varley et
al. 2004a; Varley et al. 2004b). De plus, une prolifération accélérée peut se produire dans
diverses atteintes de la vessie. Par exemple, lors de I'utilisation d'agents chimiques comme la
cyclophosphamide qui endommagent la couche de cellules parapluies (Kreft et al. 2009a;
Kreft et al. 2009b).

Les cellules intermédiaires ont une forme de « raquette ». Elles composent la
deuxieme couche cellulaire. Suivant les espéces, le nombre de strates de cette couche peut
varier. D’une strate chez les rongeurs, elle peut aller jusqu’a 7 strates chez les mammiféres

supérieurs comme 1’homme.

La derniére couche de cellule est composée de cellules superficielles, egalement
appelees cellules parapluies. La surface apicale des cellules parapluies possede une membrane
unitaire asymétrique (AUM) composée de protéines appelées uroplakines (Upk). Il existe 4
uroplakines différentes, uroplakine la (27 kDa), 1b (28 kDa), 11 (15 kDa) and 111 (47 kDa) qui
forment des plaques (Lin et al. 1994; Wu and Sun 1993; Yu et al. 1994). Ces plaques
recouvrent 90% de la surface des cellules parapluies et sont de formes hexagonales. Ces
uroplakines, et particulierement Upk 11, possedent des parties transmembranaires permettant
de les ancrer dans la cellule. Ces uroplakines forment 2 hétérodiméres, UPIla/ll et

UP1b/UPKIII combiné en un hétérotétramére. Cet hétérotétramére assure 1’étanchéité de la
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vessie. Les uroplakines sont mises en évidence dans des vésicules intracellulaires. Elles
permettent d’assurer 1’étanchéité de la vessie malgré 1’augmentation de la surface (Wu et al.
2009). En plus des uroplakines, les cellules superficielles sont riches en jonctions serrées,
localisées entre les cellules superficielles. Elles sont composées principalement d’occludines,
de claudines, d’E-cadhérine et de Zonula occludens-1 (ZO-1). Les cellules superficielles sont
également recouvertes d’une couche de glycosaminoglycanes (GAG). Ces GAG sont
composés d’acide hyaluronique, sulfate d'héparane et I'héparine, le sulfate de chondroitine, le
sulfate de dermatane et le sulfate de kératane. L’ensemble de ces protéines permet d’assurer le

role d’imperméabilité de 1’urothélium (Hurst 1994).

B.2.2 La sous-muqueuse

Sous l'urothélium se trouve la lamina propria qui est subdivisée en deux parties. La
lamina propria supérieure (ULP pour Upper Lamina Propria), juste en dessous de
I'urothélium, et la lamina propria profonde (DLP pour Deep Lamina Propria) entre I'ULP et le
détrusor (voir figure 6). La lamina propria est composée d'une large zone de matrice
extracellulaire (MEC) composée principalement de collagene de type | et Ill. La lamina
propria contient plusieurs types de cellules comme les cellules interstitielles, les cellules
interstitielles de Cajal, les cellules immunitaires, les fibroblastes, les myofibroblastes et les

télocytes.

Les fibroblastes peuvent jouer un rdle dans la production de la MEC et dans I'intégrité
structurelle. La MEC assure I'élasticité de la vessie pendant I'expansion et la contraction. La
lamina propria est trés riche en vaisseaux sanguins et en canaux lymphatiques. Son épaisseur
varie en fonction du volume de la vessie. Sa répartition est homogéne dans le tissu, ce qui la
rend plus fine lorsque la vessie est dilatée et plus épaisse quand elle est en vide. La lamina a
un réle essentiel dans le fonctionnement de la vessie. Elle permet d’assurer 1’élasticité lors de
ces contractions et dilatations, permettant de conserver la forme et la fonction de la vessie
(Aitken and Bagli 2009; Dixon and Gosling 1983; Heppner et al. 2011; Paner et al. 2007;
Paner et al. 2009).
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Les télocytes fournissent un support mécanique dans différents organes (intestin,
vessie), organisent la matrice extracellulaire (MEC) et retiennent les différentes cellules
interstitielles grace a leur maillage 3D. Les télocytes participent a la communication
intercellulaire par leur contact hétérocellulaire (capables, dans le cas de la vessie, de servir
d'intermédiaires dans la propagation des stimuli chimiques et électriques). Les télocytes sont
impliqués dans le contréle de la prolifération et de la différenciation des cellules souches
(Shoshkes-Carmel et al. 2018; Vannucchi et al. 2016).

Dans des conditions normales, les myofibroblastes sont absents des tissus sains,
hormis dans la vessie. Dans la vessie humaine, les myofibroblastes sont présents dans la
lamina propria supérieure (ULP) ou ils forment un réseau, probablement en association avec
les télocytes (Chapple 2014; Fry and Vahabi 2016; Roosen et al. 2009; Vannucchi and
Faussone-Pellegrini 2016; Wiseman et al. 2003). Ce réseau de myofibroblastes pourrait faire
partie d'un systeme local, incluant l'urothélium et les terminaisons nerveuses, et serait
responsable de la production, du traitement et de I'envoi d'informations (Chapple 2014; Fry
and Vahabi 2016).

Les télocytes de la vessie ont des fonctions différentes selon leur localisation. On
distingue deux types de télocytes. Les télocytes de la lamina propria supérieure (ULP) et ceux
de la lamina profonde (DLP) et du détrusor (Vannucchi et al. 2014; Vannucchi and Traini
2018). Les télocytes de I'ULP sont PDGFRa (Platelet-Derived Growth Factor Receptors)
positifs et CD34 (Cluster of Differentiation) négatifs. Il est possible de considérer deux sous-
parties de I'ULP. La premiére partie située immédiatement sous l'urothélium (appelée ULP
supérieure) forme un réseau homocellulaire et est aSMA négative. La seconde partie de I'ULP
située sous I'ULP supérieure (notée ULP inférieure) ou les télocytes sont aSMA (alpha-
Smooth Muscle Actin) positifs (Gevaert et al. 2012). Les télocytes sub-urotheliaux pourraient
avoir un role dans le contr6le de la prolifération et de la différenciation des cellules souches

basales (comme dans I'intestin), (Shoshkes-Carmel et al. 2018).
Les télocytes de la DLP sont CD34 positifs et PDGFRa négatifs. Au microscope

électronique a transmission, ces télocytes présentent un corps plus grand et des processus

cellulaires avec des plaques d'attachement au tissu conjonctif comme les fibronex. En outre,
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ces télocytes établissent de vastes régions d'apposition simple avec les myofibroblastes,

formant un réseau mixte en 3 dimensions.

Le réseau télocytes/myofibroblastes garantit l'intégrit¢ de l'organe pendant la
distension et la relaxation (Cretoiu and Popescu 2014; Vannucchi et al. 2014; Vannucchi et al.
2016; Vannucchi and Traini 2018) grace a des jonctions lacunaires qui sont proches des
varicosités nerveuses. Ils expriment la protéine Cx43, des récepteurs vanilloides, ATP,
puriques et muscariniques, et contiennent du GMPc (Guanosine MonoPhosphate cyclique), la
molécule cible du NO (Cretoiu D 2019). Ces caractéristiques soutiennent I'nypothése que ces
cellules aient un role intermédiaire dans la propagation des stimuli chimiques ou électriques
générés localement, ainsi qu'un réle de cibles pour I'activité paracrine de I'urothélium et les
stimuli nerveux (Fry and Vahabi 2016; Traini et al. 2018; Vannucchi and Traini 2018). En
conclusion, I'ULP, avec ses terminaisons nerveuses, ses Vvaisseaux, ses télocytes, ses
myofibroblastes et son urothélium, constitue un systéme intégré qui joue un role essentiel

dans la régulation de la fonction vésicale.

Le réseau télocytes/myofibroblastes peut également jouer un réle important dans
I'inflammation. Ce réseau peut interagir avec le systeme immunitaire par le biais des
interactions hétérocellulaires des télocytes et des cytokines produites par les télocytes et les
myofibroblastes ainsi que par I'expression de récepteurs de molécules produites par les

lymphocytes (Cretoiu and Popescu 2014; Popescu et al. 2005; Vannucchi and Traini 2016).

B.2.3 Le détrusor

Cette couche musculaire se compose de trois couches distinctes, de la lumiére vers
I'extérieur : la couche plexiforme, la couche circulaire et la couche longitudinale permettant
ainsi une contraction efficace de la vessie lors des mictions. Ces fibres sont orientées dans de
multiples directions, ce qui permet de conserver l'intégrité structurelle lorsqu'elles sont étirées.
Elle recoit linnervation des systémes nerveux sympathiques et parasympathiques. A
I'extrémité inférieure de la vessie, le détrusor est en continuité avec le sphincter urétral
interne. La combinaison de la contraction du detrusor et de la relaxation du sphincter urétral
conduit a la miction. Une anomalie du détrusor peut conduire a une vessie hyper active ou a
une rétention d’urine.
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B.2.4 L’adventice et serosa
Il s’agit de la couche la plus externe de la vessie. Elle consiste en une couche
superficielle de mésothélium renforcée par un tissu conjonctif fibroélastique irrégulier. Cette

couche sert de protection aux tissus sous-jacents contre les infections et permet le maintien de

la vessie dans 1’organisme avec le ligament ombilical médian.
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C.1 Information sur la Cystite radique

C.1.1 Généralités

La Cystite Radique est une complication des radiothérapies pelviennes. La vessie peut
étre dans le champ d’irradiation lors des radiothérapies de la prostate, du cdlon ou encore du
col de I'utérus. Les manifestations cliniques vont des symptomes mineurs comme les troubles
mictionnels temporaires, un sentiment d’irritation, des douleurs passagéres et une hématurie
microscopique indolore a des complications plus graves, comme une hématurie
macroscopique, des douleurs chroniques, un sentiment de brdlure lors de la miction, une

incontinence persistante, la formation de fistules, une nécrose et potentiellement la mort.

Lors de la phase aigué, les premiers effets de I'irradiation sur la vessie sont des lésions
de l'urothélium et de la micro-vascularisation. Au niveau des cellules de I'urothélium, une
pycnose nucléaire et une coloration nucléaire hyperchromatique sont observées ; les noyaux
peuvent également étre hypertrophiés et atypiques. De plus, une vacuolisation cellulaire est
visible, particuliérement sur les cellules basales. L’ensemble de ces lésions peut conduire a
une perte progressive des cellules superficielles. Les artérioles, les capillaires et les veinules
se distendent. Une thrombose est mise en évidence dans les vaisseaux distendus dont les
parois sont amincies. Un cedéme de la muqueuse, de la sous-muqueuse et de la lamina propria
se développe, accompagné d'une inflammation aigué (Stewart 1986). La disparition des
cellules superficielles (cellules parapluies) entraine une perte importante de lI'imperméabilité
de I'urothélium. Il en résulte une augmentation de la fréquence des mictions, de la dysurie et
une diminution de la capacité vésicale (Parsons et al. 1994). Les cedémes de la muqueuse, de
la sous-muqueuse et de la lamina propria potentialisent ces effets. Une hématurie peut se
développer en relation avec des pétéchies dans la lamina propria et la sous-muqueuse. La
phase aigué prend fin lorsque les lésions sont réparées. Elle ne dure pas plus de trois mois. Il
s’en suit une phase de latence jusqu’a I’apparition de la phase chronique. Il faut noter que

l'apparition et l'intensité des lésions chroniques sont reliées a 1’intensité des lésions aigués

(Dorr and Hendry 2001).
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C.1.2 Relation entre la phase aigué et la phase chronique de la cystite

Plusieurs études ont démontré une relation entre la phase aigué et la phase chronique
de la cystite radique sans que les mécanismes sous-jacents soient compris. Il semblerait que
plus la dose d’irradiation est importante et le fractionnement faible plus les Iésions précoces et
tardives surviennent t6t (Dorr and Beck-Bornholdt 1999). Les atteintes de 1’urothélium en
sont probablement la cause majeure. L’érosion observée durant la phase aigué semble étre
prolongée plus longtemps apres une forte dose d’irradiation. De plus, 1’expression continue
des récepteurs de I’EGF (EGFR pour Epidermal Growth Factor Receptor) semble indiquer
une altération permanente des cellules basales pouvant conduire a une hyperplasie en phase
tardive. Cependant, il est difficile d’aller plus loin entre la relation aigu€ et chronique. Le
manque d’étude récente analysant les effets des fractionnements et les effets dose sur les
mécanismes empéche une meilleure compréhension. De plus, les quelques études a
disposition sont souvent d’avant 1995 avec des protocoles et des appareils aujourd’hui
obsolétes. Ces résultats sont a prendre avec précaution en attendant de nouvelles études, mais
ouvrent des perspectives sur la possibilité de trouver des facteurs en précoce et prédictible des

atteintes chroniques.

C.1.3 Echelle de notation

Il existe différentes échelles de notation de la gravité de la CRC. Celle de
I'Organisation européenne pour la recherche et le traitement du cancer et le Groupe européen
de radiothérapie oncologique (RTOG/EORTC) pour calculer la toxicité des rayonnements des
organes exposés est la plus utilisée. Elle est sans doute ’'une des plus completes et comporte
la fréquence et I’importance des hématuries ainsi que des télangiectasies. Elle comporte
¢galement d’autres critéres comme la capacité vésicale, la fréquence et la sévérité¢ des
dysuries. Une autre échelle couramment utilisée est 1’échelle SOMA-LENT qui représente
I'évaluation subjective, objective, de gestion et analytiqgue (SOMA pour Subjective Objective
Managment Analytic) des effets tardifs sur les tissus normaux (LENT pour Late Effects of
Normal Tissues). Cette échelle se base sur trois critéres : la fréquence et I’importance des
hématuries, la fréquence des dysuries et le nombre d’incontinences quotidiennes (tableau 2).
La derniére échelle couramment utilisée est le CTCAE (Common Terminology Criteria for
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Adverse Events). Cette échelle ne prend en compte que 1’hématurie. Elle est utilisée, car elle
donne de nombreuses consignes sur les interventions a réaliser suivant les grades. Il existe
d’autres échelles comme celle de Droller, de Brugieres ou de Bearman, d’ Arthur (voir tableau
2). Ces échelles permettent d’adapter les traitements en fonction de la gravité des lésions

observées (voir partie D).
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Grade Droller Brugieres Bearman (Bearman et al. 1988) Arthur (Arthur  CTCAE v5.0 (U.S. Department of RTOG/EORTC SOMA-LENT (1995)
(Droller et al. (Brugieres et al. et al. 1986) Health and Human Services National ~ (Tucker et al. 2010)
1982) 1989) Institutes of Health; National Cancer
Institute November 2017)
| Hématurie/ Hématurie Hématurie macroscopique dans les 2 Plus de 50 Saignement minime ou microscopique. Légeére atrophie Hématurie occasionnelle et
dysurie macroscopique jours suivant la derniére dose de érythrocytes Intervention non indiquée épithéliale microscopique
microscopique avec chimiothérapie, sans symptémes Télangiectasie Dysurie occasionnelle
thrombocytopénie  subjectifs de cystite et non causés mineure (hématurie Incontinence épisodes
par une infection. microscopique) hebdomadaires
1 Hématurie Hématurie Hématurie macroscopique apres 7 Hématurie Saignement brut, intervention médicale ~ Hématurie Hématurie intermittente,

macroscopique

macroscopique

jours a partir de la derniéere dose de

macroscopique

ou irrigation de la vessie

macroscopique,

macroscopique et diminution

avec caillots chimiothérapie non causée par une fréquence modérée de I'nhémoglobine de <10%.
infection ou hématurie apres 2 jours Télangiectasie Dysurie intermittente
avec des symptdmes subjectifs de généralisée Incontinence a épisodes
cystite non causés par une infection. quotidienne
1l Hématurie Hématurie Hématurie avec sang franc, Caillots Transfusion, radiologie Fréquence et dysurie Hématurie persistante,

macroscopique
avec petits
caillots évacués
lors de la

miction.

macroscopique
avec caillots et
obstruction

urinaire

nécessitant une intervention locale
invasive avec pose d'agents
sclérosants, néphrostomie ou autre

intervention chirurgicale

interventionnelle, intervention
endoscopique ou opératoire indiquée,
radiothérapie (c'est-a-dire hémostase du

site de saignement)

séveres
Télangiectasie sévere
généralisée (souvent
accompagnée de
pétéchies)

Hématurie fréquente
Réduction de la
capacité vésicale
(<150 cc)

macroscopique et diminution
de I'némoglobine de 10-20%.
Dysurie persistante et intense
Incontinence a épisodes

quotidiens
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Coagulation Caillots Conséquences mettant la vie en danger,
massive d'hématurie intervention majeure et urgente indiquée
nécessitant macroscopique,

souvent une insuffisance

instrumentation rénale

pour

I'évacuation des

caillots.

Nécrose/ Vessie
contractée (capacité
<100 cc)

Cystite hémorragique

grave

Hématurie persistante,
diminution de I'némoglobine
de >20%.

Dysurie réfractaire et atroce
Incontinence complete

réfractaire

Abreviation : CTAEC = Common Terminology Criteria for Adverse Events. RTOG/EORTC = Toxicity criteria of the Radiation Oncology Group (RTOG)/European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC). SOMA-LENT = Subjective Objective Managment Analytic (SOMA) - Late Effects Normal Tissue

(LENT)
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C.1.4 Etiologie et incidence

La cystite radique se distingue par deux phases: la phase aigué qui intervient dans 40%
des cas dans les 3 premiers mois (Mithal and Hoskin 1993) et la phase chronique qui apparait
dans 5 a 10% des cas dans les 6 mois a 20 ans aprés la radiothérapie (Crew et al. 2001;
Rigaud et al. 2004). Cependant, derriere ces chiffres se cache une forte différence suivant
I’organe cible de la radiothérapie et la technique utilisée. La SFRO (Société Francaise de
radiothérapie Oncologique) estime que pour une irradiation de la prostate par 3D-CRT
(normo-fractionnée 2 Gy/séance, 5 séances par semaine pour une dose totale de 70 a 80 Gy
(SFRO 2007)) 10 & 20% de la vessie sera irradiée entre 50 et 80 Gy. A 5 ans on retrouve 2 a
15% de CRC de grade 2 et a 10 ans il est estimé a 7% les CRC de grade 3 (Cahlon et al. 2008;
Mathieu et al. 2014). Pour I’irradiation de la prostate par IMRT, 10 a 20% de la vessie sera
irradiée entre 50 et 80 Gy. A 5 ans, on retrouve 2 a 25% de CRC de grade 2 et a dix ans 9 a
11% de grade 3. Pour les irradiations du col de I’utérus, 2 & 10% de la vessie est irradiée. A 5
ans aprés la radiothérapie, 32 a 42% des patientes vont déclarer une CRC de grade 3.
Cependant, les données de la littérature ne détaillent pas le type de radiothérapie effectué et ni
I’incidence a 10 ans. Pour la radiothérapie du colorectum, aucune donnée n’a été trouvée pour

I’incidence de la CRC dans la littérature (voir figure 6).

3DRT IMRT

Organe
irradié

Colorectum

% de la vessie __|
irradiée 10-20%

10-20%

% de toxicité
urinaire

Figure 6 : Les symptomes de la CRC sont fonction de la dose et de la surface de la vessie
irradiée. D’apres Cahlon et al., 2008 et Mathieu et al., 2014
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Cette figure résume nos connaissances concernant les lésions chroniques de la vessie
pour la toxicité urinaire de la 3DCRT et de I'lMRT. Le pourcentage de lésions de grade 2 ou 3

pour une gamme de doses de 50 a 80 Gy est indiqué pour 5 et 10 ans aprés la radiothérapie.

Ces derniers chiffres sont a relativiser. A notre connaissance, il existe une seule étude
récente de Martin et al., de 2019 sur la CRC, qui montre qu’environ 11% des patients traités
par radiothérapie pour des cancers de la prostate ont des cystites hémorragiques dans les 5 ans
apres le traitement (Martin et al. 2019). Suivant le type de radiothérapie de la prostate,
I’incidence de la CRC varie. Les détails sont donnés dans le tableau ci-dessous (tableau 3).
L’EBRT (External Beam Radiation Therapy) est I’une des radiothérapies les plus pratiquées,
mais elle présente I’un des taux les plus hauts de CRC avec 16,7%. L’IMRT était la deuxiéme
en termes de proportion et présente un taux de CRC beaucoup plus faibles (10,5%) sauf s’il
est couplé avec une radiothérapie neutron plus photon ou I’incidence de la CRC est de 19%.
Une autre étude de Georg P et al., montre que pour des patients ayant été traités par IMRT et
curiethérapie (pour des doses de 45 Gy en 25 fractions aux patients recevant une
chimiothérapie concomitante, et 50,4 Gy en 28 fractions aux patients sans chimiothérapie), 76
% des effets indésirables (grade >1) sont survenus dans les 3 ans suivant la radiothérapie. La
durée moyenne des effets secondaires de la vessie était de 20 mois et 61 % étaient résolus
dans les 3 ans. Les taux de complications a 3 et 5 ans étaient de 18 et 28 %. Les taux de
prévalence étaient de 18 et 21% (Georg et al. 2013).

Tableau 3 : Tableau répertoriant le pourcentage de cystite radique hémorragique 5 ans apres
une radiothérapie du cancer de la prostate. D’aprés (Martin et al. 2019)

. .. ... Pourcentage de patient traité parla Incidence de cystite hémorragique
Type de radiothérapie g P p y giq

technique d'irradiation apreés irradiation

EBRT 50% 16.7%
IMRT 13,90% 10.5%
EBRT neutron + photon 8,50% 16.1%
EBRT + brachythérapie 7,60% 13.3%
Inconnu 7,60% 3.3%
Adjuvant 5% 15.4%

IMRT neutron + photon 4,90% 19%
Sauvetage 2,50% 15.4%
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Une autre étude de Tonse et al., en 2022 donne des chiffres sur 5 ans apres la
radiothérapie (aux Etats-Unis d'Amérique) mais sans détailler les séquelles aigués des
séquelles chroniques ni le type de radiothérapie. Cette étude montre qu'entre 2005 et 2016, le
pourcentage de cystites radiques apreés radiothérapie de la vessie et de la prostate est d'environ
20%, d'environ 7% pour le col de l'utérus et de 5% pour le colon et I'utérus (figure 7). Ces
chiffres sont cohérents avec le pourcentage du volume vésical irradié et sont en contradiction
avec ceux de Cahlon et Mathieu mentionnés ci-dessus, notamment pour le pourcentage apres
irradiation de I'utérus. Cette différence pourrait provenir de donneées plus récentes de I’article
de Tonse reflétant mieux les nouveaux protocole et technologie utilisées. De plus, a notre
connaissance, il s'agit de la seule étude donnant des chiffres de cystites radio-induites apres
radiothérapie du c6lon. Par ailleurs, cette étude met en évidence le colt des hospitalisations
pour les séquelles de la radiothérapie estimé a 4,9 milliards de dollars pour environ 480 000
patients (entre 2005 et 2016) et la vessie est la premiére cause d'hospitalisation (4,8%) pour
un codt de 180 millions de dollars. Cet article montre également que I'incidence des cystites

radiques reste stable dans le temps (Tonse et al., 2022).

25
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Vessie Prostate Colde Colon  Utérus
['utérus

% de cystite radique

Figure 7: Pourcentage de cystite radique en fonction de I'organe irradié sur 5 ans. D’apres
Tonse et al., 2022

En conclusion, I’incidence de la CRC est principalement due au volume de la vessie
irradié et a la dose d’irradiation recus. La localisation du cancer est un facteur déterminant
(détermine la dose et le volume de la vessie irradiée) dans I’incidence de la CRC. A ce titre ce
sont les irradiations des cancers de la vessie et de la prostate qui ont le plus de chance
d’induire une CRC
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C.2 : Traitement de la cystite radique chronique

C.2.1 Prise en charge de la cystite radique chronique

Il existe de nombreux traitements possibles de la CRC (Gallego-Vilar et al. 2013;
Pascoe et al. 2019; Rigaud et al. 2004; Smit and Heyns 2010; Vanneste et al. 2021).
Cependant, il n’existe pas de schéma thérapeutique faisant 1’unanimité. Une synthése des
traitements est disponible dans ’article d’Helissey et al., de 2020 (en annexe 1), (Helissey et
al. 2020).

Deux grands types sont distinguables. La CRC avec une prédominance inflammatoire
(avec cedéme, paleur de la muqueuse et ulcere possible) et la CRC avec une prédominance
hémorragique (friabilité, hémorragie spontanée et télangiectasie). Nous n’avons pas trouvé de
chiffre pour déterminer les fréquences de ces deux types différents de cystite radique, mais la
littérature sur la cystite hémorragique est plus dense ce qui peut souligner une prédominance
de la CRC hémorragique comparé a la CRC inflammatoire. De plus, le systeme de grading se
base sur les hémorragies soulignant ce fait. Un dernier point a souligné est que la CRC

inflammatoire peut, si elle s’aggrave, devenir hémorragique.

Les grades, divisés en 4, vont des plus Iégers aux plus graves. Au niveau 1 ce sont les
grades légers (asymptomatiques ou symptdome léger) ou I’action principale est la surveillance
des symptdmes. Au niveau 2 ce sont les grades modérés avec des hématuries intermittentes
et/ou légéres. A ce stade, les 1% traitements sont administrés. Ce sont des traitements
impactant peu la vie du patient (oral, cystoscopie...). Au niveau 3 ce sont des hématuries
séveres et/ou permanentes impactant grandement la vie des patients, mais ne mettant pas la
vie en jeu dans I’immédiat. Des traitements plus lourds doivent alors étre administrés pour
diminuer les symptomes (instillation intravésicale, cautérisation des vaisseaux). Au niveau 4,
ce sont des hématuries avec un pronostic vital pouvant étre engagé. Dés lors, et si toutes les
autres méthodes ont échoué, une opération est nécessaire (embolies des artéres, cystectomie).

Le 5° stade est le décés du patient (tableau 4).

Les 1™ étapes du traitement de la CRC sont I’évocation de 1’historique du patient ainsi
que la réalisation d’un examen physique et d’un ECBU (Examen CytoBactériologique des

Urines) pour exclure la possibilité d’une autre pathologie (type cystite bactérienne). Avant les
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1° traitements médicamenteux, les thérapies comportementales (adaptation des apports
liquidiens, reprogrammation mictionnelle, tenue d’un calendrier mictionnel) et la rééducation
périnéo-sphinctérienne permettent d’inhiber les contractions vésicales pour lutter contre
I’incontinence proprement dite. Si ces meéthodes ont échoué, il faut passer au traitement

médicamenteux.

Tableau 4 : Grades des traitements de la CRC d’aprées CTCAE v5.0 (U.S. Department of
Health and Human Services National Institutes of Health; National Cancer Institute
November 2017)

Grade de

la CRC Symptdmes et indication médicamenteuse et/ou intervention nécessaire

Léger ; asymptomatique ou symptdmes légers pouvant entrainer un inconfort (hématurie
microscopique) ; Observation clinique ou diagnostics : intervention non indiquée

Modéré ; intervention locale ou non invasive (hématurie intermittente et 1égére); Intervention
indiquée : action minimale n'impactant pas la vie du patient (médicaments, cystoscopie...)

Sévére ; Hématurie permanente et importante, mais ne mettant pas la vie du patient en danger,
Il mais limitants les activités quotidiennes ; Intervention indiquée : hospitalisation ou prolongation
de I'hospitalisation (transfusion sanguine, instillation, cystoscopie)

Grave ; Hématuries abondantes pouvant mettre la vie du patient en danger ; intervention urgente :
Chirurgie avec embolisation des artéres voire cystectomie

\ Déces du patient

C.2.2 Traitement de la cystite radique chronique a prédominance

inflammatoire

Pour la CRC inflammatoire, les problémes se produisent lors de la phase de stockage
de Iurine, de la miction et/ou les douleurs chroniques. Les symptémes lors du stockage sont
des douleurs pendant la phase de remplissage et de stockage, des urgences/incontinences avec
nycturie. Les principaux traitements sont les médicaments anti-inflammatoires, et les
antagonistes B3 (Kelleher et al. 2018). Les médicaments anti-inflammatoires comprennent les
antihistaminiques tels que I'hydroxyzine et la cimétidine qui empéche la dégranulation des

mastocytes et par conséquent diminuent I'inflammation.
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Parmi les analgesiques, I'Amitriptyline, la Lidocaine, les Vanilloides agissent sur les
voies nerveuses et détendent les muscles, réduisant les spasmes et I'incontinence, ce qui

entraine une diminution de I'hématurie.

Parmi les médicaments limitant 1’incontinence on retrouve 1’Oxybutynine, la
Tolterodine, la Trospium, la Darifenacin, la Fesoterodine, le chlorure de trospium, la
Solifénacine, la fésotérodine ou encore le chlorhydrate de flavoxate qui agissent sur la voie
nerveuse en bloquant l'action acétylcholine (neurotransmetteur) au niveau des synapses du
systeme nerveux central et périphérique (Anticholinergic Agents (2012; Gerretsen and
Pollock 2011). Les antagonistes du 3 sont des médicaments qui bloquent les récepteurs
adrénergiques permettant une relaxation du détrusor et augmentent les délais entre deux
contractions facilitant la miction et réduisant les douleurs. Les antagonistes du 3 ont une
efficacité similaire aux anticholinergiques voir légérement meilleure sur la capacité urinaire et
les incontinences, mais ils sont surtout mieux supportés par les patients avec moins d’effets
secondaires (hypertensions artérielles, rhinopharyngites et infections urinaires). A ce titre, ils

sont maintenant privilégiés dans le traitement de la CRC a prédominance inflammatoire.

Les symptomes lors de la phase mictionnelle sont une miction intermittente, une
hésitation, une dysurie et un écoulement apres la miction. Les traitements principaux sont les
antagonistes des al-adrénocepteurs (al-bloguants), les corticoides ainsi que la réalisation
d’une cathétérisation pour éviter les douleurs. Si le symptome principal est la douleur, elle
peut étre traitée par du paracétamol ou par des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
(Vanneste et al. 2021). Les alphas bloquants agissent principalement sur la contraction des
sphincters et aide a la relaxation du detrusor, facilitant la miction. Ces médicaments possedent
également de nombreux effets indésirables comme de I’hypertension causant des sensations

de vertige, des etourdissements, mais aussi des nausees ou des céphalées.

C.2.3 Traitement de la cystite radique chronique a predominance

hémorragique

En ce qui concerne la CRC hémorragique, la premiere étape est d’établir 1’origine des
saignements. Pour cela, une cystoscopie est réalisée afin de vérifier 1’état de la paroi vésicale
ainsi que de vérifier 1’état de vaisseaux sanguins.
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Les traitements de la CRC hémorragique vont dépendre de I’intensité des hématuries

(figure 8).

Grade 1

Si celle-ci est faible et/ou intermittente (grade 1), la premiere étape du traitement est
I’évacuation des potentiels caillots sanguins par cystoscopie associée si possible avec un
traitement par oxygénothérapie hyperbare. De plus, il faut augmenter I’hydratation ainsi que
le suivi du patient. Dans les cas ou I’hématurie est soudaine et importante, il se peut qu’il
faille réaliser une transfusion sanguine de maniere unique et immédiate et s'assurer de la
stabilit¢ hémodynamique (bonne circulation du sang dans les différents organes et

principalement la vessie afin d’éviter une ischémie prolongée et la création d’une nécrose).

Grade 2

Si cette premiere ligne de traitement ne suffit pas et que la CRC hémorragique est de
grade 2. Il est possible d’administrer différents agents oraux. On retrouve ainsi des anti-
inflammatoires (AINS, antihistaminique (hydroxyzine ou cimétidine)), des agents protecteurs
de l'urothélium (Sodium pentose polysulfate), des médicaments pour contréler la douleur
(analgésique (amitriptyline, lidocaine, vanilloides)) et des médicaments procoagulants (acide
aminocaproique). Si les saignements diminuent, la CRC est a surveiller et si possible a
compléter avec une oxygenothérapie hyperbare. L'oxygénothérapie hyperbare est utilisée pour
augmenter l'apport en oxygene aux tissus urothélials hypoxiques, stimulant ainsi une
granulation et une angiogenese saines qui réduisent I'nématurie. Le traitement par oxygéne
hyperbare est contraignant et colteux avec 30-40 séances de 80-90 min sur 2 mois, et les
effets diminuent avec le temps et des récidives peuvent apparaitre quelques années apres le
traitement (Cardinal et al. 2018; Colemeadow et al. 2020; Oscarsson et al. 2019; Villeirs et al.

2020). Si les hématuries persistent, voire s’aggravent, on passe a des traitements plus lourds.

Grade 3

Si la CRC hémorragique est de grade 3 (échelle SOMA-LENT EORTG et grade 3 des
traitements). L’instillation intravésicale, la cautérisation des vaisseaux sanguins, voire
I’embolisation des artéres vésicales et/ou prostatiques est réalisée. Le principe de base d’une

instillation intravésicale est I’introduction d’une solution dans la vessie par un cathéter. La
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cautérisation est réalisée soit par I'électrocoagulation, la fulguration ou la coagulation laser

afin d’arréter les saignements.

C’est principalement a ces étapes que différe le management de la CRC. Dans
certaines études, ces différents traitements sont positionnés au méme niveau et leur utilisation
dépend de la volonté du corps médical (Vanneste et al. 2021). Dans la plupart des études, ces
traitements sont hiérarchisés depuis la cystoscopie avec hydrodistension, I’instillation de
solution protectrice de la couche de GAG (acide hyaluronique, sulfate de chondroitine,
héparine et le polysulfate de pentosan sodique) ainsi que des traitements comme I’instillation
de DMSO et de toxine botulique A. L'hydrodistension permettrait la rupture puis la
reconstruction des voies nerveuses endommagées pour soulager la douleur. Le polysulfate de
pentosan sodique est un polysaccharide sulfaté semi-synthétique qui sert de
glycosaminoglycane (GAG) synthétique. Le DMSO (diméthylsulfoxyde) pourrait agir sur la
libération d'oxyde nitrique (NO) par les neurones permettant un effet analgésique direct des
nerfs afférents du tractus inférieur en désensibilisant les voies nociceptives (Birder et al.
1997). La toxine botulique A agit sur I'nyperexcitabilité des fibres nerveuses afférentes. Elle
entraine une denervation chimique réversible, mais transitoire diminuant la contractilité du

détrusor et réduisant l'incontinence.

Si ces instillations ne sont pas suffisantes, il est possible de réaliser des instillations de
sulfate d’aluminium (alun) puis de formol. L'alun est un astringent qui provoque la
contraction de la matrice extracellulaire en précipitant les protéines dans I'espace interstitiel et
a la surface des membranes cellulaires. Ceci a pour effet de créer une vasoconstriction
réduisant les saignements. Le formol et l'alun sont tous deux utilisés pour précipiter les
protéines et réduire les saignements. Ils peuvent induire une inflammation et une nécrose de la
muqueuse vesicale. Ces deux dernieres techniques sont tres éprouvantes pour les patients. La
cautérisation des vaisseaux sanguins permet de limiter les saignements, elle est parfois utilisee
avant les instillations de seconde intention. L'embolisation des arteres est un traitement
efficace dans d’autres pathologies afin de traiter des hémorragies récurrentes et rebelles
(Bonne et al. 2017; Comploj et al. 2021; De Berardinis et al. 2005; Tapping et al. 2018). Cette
procédure est peu invasive et bien supportée par les patients, mais elle présente des
comorbidités importantes pour les patients traités par radiothérapie, rendant cette opération
potentiellement dangereuse.
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Grade 4

Si la CRC s’aggrave (grade 4 de I’échelle SOMA-LENT EORTG), il est possible de
passer au stade 4 des traitements. Ce dernier stade comprend les chirurgies comme I’ablation
de la partie de la vessie la plus affectée (De Berardinis et al. 2005). La cystectomie est réalisée
en dernier recours. Pour chacune des étapes si celle-ci conduit & une résolution de la CRC
hémorragique, elle doit étre consolidée par une oxygénothérapie hyperbare (Gallego-Vilar et
al. 2013; Pascoe et al. 2019; Rigaud et al. 2004; Smit and Heyns 2010; Vanneste et al. 2021).
Les options de traitements chirurgicaux vont de la dérivation urinaire cutanée a la dérivation
de l'anse iléale ou du cblon, avec ou sans cystectomie (Linder et al. 2014). Ces différentes
méthodes ont, en plus de I’impact de la chirurgie, un impact mental (trouble de 1’érection,
sentiment de diminution physique...) et social important pour les patients. La cystectomie
conduisant a la pose d’une poche pour recueillir les urines ou a la pose d’une néovessie

(mieux tolérée chez les patients) (Hobisch et al. 2000; Philip et al. 2009).
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[
l Prédominance de I’hématurie ‘
I

1
‘ Prédominance de I'inflammation |

1
d:-lématurie intermittente |

Hématurie abondante

I T
Stockage de l'urine | | Micturition |

1
| Douleur |

» Evacuation des caillots sanguins
* Hydratation
* Oxygénothérapie hyperbare

« Evacuation des caillots sanguins

* Irrigationde la vessie

« S'assurer de la stabilité hémodynamique

« Transfusion sanguine (si perte de sang trop importante)
* Oxygénothérapie hyperbare

* Anticholi

* Antagoni

* Acide aminocaproique
* WF10 (intraveineuse)

Si I’lhématurie est faible et

| Si ’hématurie persiste ou s’aggrave |

'HENORE

n’impacte pas la vie du patient

Traitements oraux sauf
intraveineuse pour WF10

Traitements par cystoscopie
Traitements par instillation intra vésicale
Traitements par chirurgie

Traitement systémique

Autres traitements

Autres ordres possible de traitements

Cautérisation des
vaisseaux sanguins:

Embolisation des artéres:

Action médicamenteuse niveau 3: Instillation intravésicale de 1°

intention, cystoscopie et embolisation des artéres:
« Cystoscopie avec hydrodistansion
*« DMSO

« Protection de la couche de GAG (acide hyaluronique, sulfate de —
chondroitine, héparine et le polysulfate de pentosan sodique)

* Toxine botulique A
« Acide aminocaproique
* Extrait de placenta

Instillation intravésicale de 2" intention:

* Aluminium

Instillation intravésicale de 3™ intention:

» Formalin
I

Cautérisation des vaisseaux sanguins:
¢ Laser

Consolidation par

« Electrocoagulation
* Fulguration

Embolisation des artéres:

Résolution )—oxygénothérapie

hyperbare

* Embolisation de I'artere vésicale
* Embolisation de I'artére prostatique

Action médicamenteuse niveau 4:

Si ’lhématurie persiste ou si des fistules apparaissent:
« Chirurgie (laparoscopie)

* Ablation d’'une partie de la vessie

 Dérivation urinaire

Hématurie toujours abondante:
* Cystectomie

Figure 8 : Arbre décisionnel de la prise en charge de la Cystite radique chronique et ses

traitements. D’aprées (Pascoe et al. 2019; Rigaud et al. 2004; Smit and Heyns 2010; Vanneste

et

al.

2021).

En conclusion, comme nous pouvons le voir ci-dessus, il n'existe pas de traitement

curatif, car bien que l'efficacité des traitements soit généralement élevée a court terme, a long

terme I'efficacité est réduite. De plus, chaque traitement reste peu étudié. En outre, tous ces

traitements ne traitent qu'une seule cause de la pathologie a savoir I'inflammation ou les

dommages vasculaires. Les traitements peuvent ralentir ou arréter la progression de la cystite,
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sans toutefois permettre la régénération des tissus endommagés. De plus, les effets
secondaires restent importants, limitant les possibilités thérapeutiques. Des traitements
innovants, efficaces a long terme et sans effets secondaires sont nécessaires. En se basant sur
les connaissances actuelles et sur les progres significatifs de la médecine régénérative, on peut
s'attendre dans un futur proche a l'introduction en clinique d'un traitement qui permettrait la

régénération du tissu vésical endommagé.

C.3 Modéle précliniques et mécanismes moléculaires de la Cystite

radique

Une compréhension assez détaillée des mécanismes de la cystite radique peut étre
obtenue a partir de la synthese des résultats obtenus dans les modeles animaux. Les modéles
précliniques ont été realises principalement chez la souris, avec une étude unique chez le rat et
une autre chez le lapin. Dans le contexte d’une exposition aux rayonnements ionisants, les
configurations, les doses, les débits de dose et les dispositifs sont différents dans les études.
Les expérimentations ont été réalisées avec des irradiateurs linéaires principalement pour des
doses comprises entre 20 et 40 Gy, mais pouvant atteindre un maximum de 90 Gy. Les études
ont le plus souvent éteé réalisées en dose unique, mais certaines études ont été réalisées avec
des doses fractionnées (Kohler et al. 1992; Kohler et al. 1995; Stewart et al. 1981; Stewart et
al. 1984).

Parmi I’ensemble de la littérature deux études se distinguent, soit par la source
d'irradiation avec les études du Soler qui utilise une source de césium (Soler et al. 2011), soit
par la configuration d'irradiation dans I’étude d’Tkeda et al. ou la vessie est extériorisée pour
I’irradiation (Ikeda et al. 2018).

Des études plus récentes, utilisant le SARRP (Small Animal Radiation Research
Platform) ont permis un ciblage unique de la vessie par plusieurs faisceaux en évitant les
éventuels effets secondaires sur les tissus environnants (Zwaans et al. 2016; Zwaans et al.
2020). Bien que ces études soient assez disparates en termes de configuration d'irradiation et
de modéles animaux, des tentatives de synthése de mécanismes communs sont néanmoins

présentées dans les paragraphes suivants. L'extrapolation a la pathologie humaine afin
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d'enrichir les mécanismes de la CRC nécessite une comparaison avec les observations faites

chez I'nomme.
C.3.1 Cystite radique phase aigué

Durant la phase aigué, une réponse transitoire est observée et se résout en quelques
semaines ou quelques mois, puis une phase de latence est décrite, suivie de la phase
chronique. Ses symptdmes sont causés par I’activation de la cascade pro-inflammatoire
entrainant une diminution de la capacité vésicale avant 30 jours. Plus les doses sont
importantes, plus la diminution de la capacité vésicale (un des critéres les plus importants et
les plus étudiés) est précoce. Le fractionnement des doses d’irradiations a un effet protecteur,
retardant la lésion (Dorr 1992; Dorr and Schultz-Hector 1992; Dorr 1995; Giglio et al. 2016;
Jaal et al. 2004; Rajaganapathy et al. 2015; Schreiber et al. 1969; Zwaans et al. 2021). Cette
diminution de la capacité vésicale est associée avec une diminution du nombre de cellules

superficielles (Jaal and Dorr 2006c¢).

Ces observations sont associées a une production de ROS accrue apres irradiation
provoquant un stress oxydatif et une surexpression de SOD-2 (SuperOxydes Dismutases),
HO-1 (heme oxygénase), NRF-a (Nuclear Respiratory Factor) et 8-OHdG, mais pas de SOD-
1 (Oscarsson et al. 2017). Une inflammation aigué est observée avec une surexpression de
NF-xB (nuclear factor-kappa B) induisant 1’expression de la Cyclooxygénase (COX) 1 et 2
créant une vasodilatation et des microhémorragies (Jaal and Dorr 2006b; Ozbilgin et al.
2016b).

L’activation de NF-kB, par ses sous-unites p50 et p65 (Kowaliuk et al. 2020), entraine
une augmentation de 1’expression d’ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) dans les
cellules endothéliales favorisant le recrutement des macrophages (Jaal et al. 2004; Jaal and
Dorr 2007). De plus, NF-xB, est activateur de Cox-2. D’autres études ne montrent aucun
changement dans le recrutement de cellules immunitaires, voire une diminution des
mastocytes (Giglio et al. 2016; Zwaans et al. 2021). Diverses études démontrent une
augmentation d’IL-10, TNF-a et TGF-f (Transforming Growth Factor Beta), une diminution
d’IL-6 et des TLR-4 (Toll-Like Receptors) et aucune différence d’expression d’INF-y
(interféron gamma), IL-1B, de I’'IL-2, 4, 5, 13, des lymphocytes Thl et 2 et des synthases
d’oxyde nitrique (eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase), iNOS (inducible Nitric Oxide
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Synthase) et nNOS (neuronal Nitric Oxide Synthase)), (Giglio et al. 2016; Oscarsson et al.
2017).

Les rayons X, le stress oxydatif et I’inflammation semblent conduire a I’altération de
I’urothélium. Une érosion de 1’urothélium associée a une perte de cellules superficielles est
observée les 15 premiers jours suivie d’une récupération jusqu’a 24 jours et d’une deuxiéme
phase de diminution pouvant perdurer dans le temps (jusqu’a 120 jours) avant restauration a
180 jours (Jaal and Dorr 2006c, 2010). Cette action est cohérente avec le temps de
renouvellement de 1’urothélium en cas de 1ésion qui est de plus ou moins 24 jours (Schreiber
et al. 1969). Cette régénération est associée a une augmentation du récepteur EGFR qui
précéde cette phase (Jaal and Dorr 2010) ainsi qu’une augmentation de HB-EGF (Heparin-
Binding EGF-like Growth Factor) (Ozbilgin et al. 2016a) et de POMC
(proopiomélanocortine) (Kemal Ozbilgin and Caner Aktas January 4 2016). L’érosion de
I’urothélium est associée a une diminution de 1’uroplakine IIT (Upk IlI), E-cadhérine et de
Z0O-1 (Jaal and Dorr 2006c; Zwaans et al. 2021) augmentant la perméabilité de la vessie. La
régénération visible de 1’urothélium apres les deux premiers mois d’irradiation est associée a
un retour structurel de la vessie avec une restauration des jonctions serrées. L’ensemble des

données de la littérature est résumé dans le tableau 5.
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Date de Principales
Auteur S Modele Dose Source d'irradiation Temps de I'étude | caractéristiques | Moyen utilisé Résultats principaux
publication e 1oz
étudiées
Stabilipan (Siemens), 24 heures, 2, 3, 8, Le temps de renouvellement de 1’épithélium de la vessie
Schreiber H Rat Dose uniaue 800. 1600. 2000 distance focale de 5 cm, 14 et 30 jours et Réaénération de Marauage au est d’au moins 24 jours. Le temps de renouvellement
(Schreiber et 1969 Winstar qRoent ’en ' 120 kV 6 mA. Champ deux animaux 60 I%rothélium trqitiu?n des cellules superficielles est d’environ 24 jours aprés
al. 1969) male g d'irradiation de 2,5 cm de jours apreés irradiation. A 800 et 2000 R (roentgen), diminution de
diamétre I'irradiation I'épithélium au 3e jour, guérison au 14e.
SeifeE3rt Isovolt 320/20
Dorr W Souris Traitement avec des doses uniques et x-ray machine (S_eif_ert X- ) Fonctionnalité de la ) Diminutiqn dela capacit_é vésicale apres irrad_iation.
(Dorr 1992) 1992 femelle 2 3 5 et 10 fractions Ray Corp., Fairview 30 jours vessie Cystométrie | Plus le fractionnement est important plus les Iésions sont
C3H/Neu i Village, PA) 200kV, 0,85 légéres
Gy/min
Tir latéral
1 fraction : 1, 12, 16, 18, 20.3, 24.2
Gy
2 fractions : 13.2, 14.3, 19.9, 21.8,
Dorr W ) ) 26.6 Gy SeifeE3rt I_sovolt 320/20 Diminution (_jose dépendante de la capacité.vésicale
(Dorr and Souris 3 fractions : 20.1, 23.1, 24.6, 27,30 | x-ray machine (S_elf_ert X- ) Fonctionnalité de la ) entre 7 et 25 jours (avec une du_rée de 3a9jours). Le
Schultz-Hector 1992 femelle ) Gy _Ray Corp., Fairview 35 jours vessie Cystométrie traitement avec des doses uniques et 2, 31 5 et_lO
1992) C3H/Neu | 5 fractions : 25, 28, 30, 32, 34 Gy10 | Village, PA) 300kV, 5,3 fractions a démontré un effet d’épargne significatif avec
fractions : 38/41/44/47/50 Gy/min des valeurs ED50 de 18,3, 24,9, 26,8, 29,8 et 38,0 Gy.
Tir ventrale
1 fraction : 13, 16, 18, 20, 23 Gy
2 fractions : 20, 23, 26, 29, 32
10 fractions : 38, 41, 44, 47, 50 Gy
SeifeE3rt Isovolt 320/20
Souris . R x-ray machine (Seifert X- . ED50 = 18.2 Gy pour une dose unique et 28.1 Gy pour
(Dlg?rrrlg\és) 1995 femelle 182Gy ér;/fgs(ijtgosg Ejlniztljg) et28,1 Ray Corp., Fairview 30 jours Foncﬁls?/:g?:nt de Cystométrie | une attente entre 2 doses d’irradiation de 8h (o/f3 = 10,4
C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 Gy)
Gy/min
2,4,7,10, 13, 16, Réduction de la capacité de la vessie de 50 % chez 40 %
Seifert Isovolt 320/20 x- 19, 22, 25, 28, 31 des animaux irradiés entre les jours 0 et 15, 64 % des
Jaal J Souris ray machine (Seifert X- jours (précoce), Fonctionnement de | Cystométrie animaux entre les jours 16 et 30. En tardive, 71% des
(Jaal et al. 2004 femelle Dose unique de 20 Gy Ray Corp., Fairview puis aux jours 90, la vessie Immuno- animaux présentions ne réduction de la capacité vésicale
2004) C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 | 120, 180, 240 et Urothélium histochimie aprés le 180e jour.

Gy/min

360 (tardif) apres
I'irradiation

Augmentation de I'expression d'ICAM au deuxiéme
jour, avec un maximum au guatriéme jour et un retour
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aux valeurs de contrdle au jour 13. Augmentation
permanente du signal de coloration de I''CAM-1 a été
observée dans la phase tardive, du 90e au 360e jour
aprés l'irradiation.

Seifert Isovolt 320/20 x-

2,4,7,10,13, 16,
19, 22, 25, 28, 31

Jaal J Souris ray machine (Seifert X- jours (précoce), iMMUNo- Augmentation de I'expression de COX-2 dans la paroi
(Jaal and Dorr 2006 femelle Dose unique de 20 Gy Ray Corp., Fairview puis aux jours 90, Vasculaire histochimie des vaisseaux sanguins durant la phase précoce (4 a 16
2006h) C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 | 120, 180, 240 et jours), mais pas dans la phase tardive
Gy/min 360 (tardif) aprés
I'irradiation
24710 13 16 Pimingtion (_jes ceIIuIe§ superficielles en phase pré\coce
Seifert Isovolt 320/20 x- | 19, 22, 25, 28, 31 (our ;’ a 313 jusqu'au F’ebgt ?,e la phase ti‘;d'l}’j (9(i ak_12°
. . - . ; jours), perte progressive de I'expression de I'Uroplakine
(Jaaf]gﬁlcijDorr 2006 fi?nuerlllse Dose unique de 20 Gy raly?/arcaccglrge (Fsaﬁlr]:/eigv\)/( pjlj)ils”:ug?;zz?:egb Urothélium Immuno- liala sur_che des Ce.l lules corrélé_ ala perte des C.e"u'es
2006¢) C3H/Neu Village PA).Yzookv 0,85 120, 180, 240 et1 histochimie superflt:le_lles, mais augmeptatlon de I'expression
' Gy/min e 360 ‘(tardif) aprés cytop_la_smque de I'Uroplakine Il dans les qellules
lirradiation superficielles jusqu'au début de la phase tardive (120
jours)
2,4,7,10, 13, 16,
Seifert Isovolt 320/20 x- | 19, 22, 25, 28, 31
Jaal J Souris ray machine (Seifert X- jours (précoce), Histologie Infiltration de I'albumine autour des petits vaisseaux
(Jaal and Dorr 2006 femelle Dose unique de 20 Gy Ray Corp., Fairview puis aux jours 90, | Fibrose Vasculaire Immuno- sanguins en phase précoce et tardif
2006a) C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 | 120, 180, 240 et histologie Augmentation du dépbt des collagenes dans la vessie
Gy/min 360 (tardif) aprés
l'irradiation
SeifeE3rt Isovolt 320/20 . e R
. ; : Augmentation aprés irradiation de la vasodilatation
Jaal J Souris x-ray machine (Seifert X- . Lésions vasculaires Immuno- jusqu’a 13 jours. Augmentation d’ICAM-1 aprés
(Jaal and Dorr 2007 femelle 3x10 Gy Ray Corp., Fairview 17 jours Infl i histochimi irradiation A tation d h X
2007) C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 nflammation istochimie irradiation Augmentation des macrophages apres

Gy/min

irradiation
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Seifert Isovolt 320/20 x-

Diminution du nombre de cellules total de l'urothélium a
13 jours, suivi d’une légere récupération le jour 22 et
d’une deuxi¢me diminution de 49% a 31 jours.
Diminution du nombre total de cellules a 90 et 120 jours
avec une restauration apparente de 1’urothélium au jour
180. En revanche, au jour 360, une augmentation du

Jaal J Souris ray machine (Seifert X- - " . 0
(Jaal and Dorr 2010 femelle Dose unique de 20 Gy Ray Corp., Fairview De 0 a 360 jours Prc'Jllfera,tl_on de Histologie nombre total de clellules a ete obsgrveg (14?"@' Pas Fie
- I'urothélium changement de I'expression de Ki67 jusqu'a j35, puis
2010) C3H/Neu Village, PA) 200kV, 0,85 - 21360, A ion d
Gy/min augmentation jusqua j 60. ugmentation de
l'expression d’EGFR jusqu'a j 360. Augmentation de
I’expression urothéliale de I’EGFR (dans les cellules
basales) qui précéde la restauration urothéliale, ce qui
indique une contribution du systéme EGF/EGFR a la
prolifération et a la différenciation urothéliales
Rajaggn;pathy s ?:tfle- SARRP (225 KVp, Inflammation Diminution de l'intervalle de miction pour la dose de 30
L 2015 prag 20, 30 et 40 Gy Xstrahl, Gulmay Medical 6 semaines Urothélium Histologie et 40 Gy (20min). Dégénérescence de cellules de
(Rajaganapath Dawley . ) 1 . .
Inc., Suwanee, GA) Vasculaire l'urothélium avec cedéme, hyperplasie
y et al. 2015) femelles
Augmentation de la fréquence urinaire et diminution du
Cage volume vésicale.
métaboligue Augmentation de I'expression de I'lL-10 et du
- Accelérateur linéaire 6 . a collagéne. Diminution de I'expression des TLR-4 de
Giglio D Rats - Fonctionnement de PCR \
- . MeV (Varian . - I'lL-6 et des mastocytes dans la sous-muqueuse et de
(Giglio et al. 2016 Sprague Dose unique 20 Gy ical | 14 jours la vessie Immuno- I - | ) iffe
2016) Dawley MedicalSystems Inc.,Palo Inflammation fluorescence IL-6 e; nitrite dans les urines. Pas de différence
Alto, CA, USA) d'expression d’IFN-y, IL-1B, de I'IL-2, de I'IL-4, de
Westernblot X s R .
ELISA 1 lL—§, de I’IL-13, des synthases d oxyde nitrique
(eNOS, iNOS et nNOS), du facteur de nécrose tumorale
TNF-a.
Ozbilgin Souri male Cobalt 60 avec un champ
(Ozbilgin et al. 2016 Swiss Dose unique 10 Gy . de 5x23 cm et une 1,2et7 jours C_hangement Immuno- Augmentation de HB-EGF en subépithéliale
- distance source-surface de histologique histologie
2016a) Albinos .
80 cm pendant 10,7min
Ozbilgin
(Kemal Souri male Cobalt 60 avec un champ
Ozbilgin and . . de 5x23 cm et une . . Immuno- Aucune différence morphologique. Augmentation de
Caner Aktas 2016 SW.'SS Dose unique 10 Gy distance source-surface de 1,2et7 jours Inflammation histologie I'expression de POMC an7 jours
Albinos .
January 4 80 cm pendant 10,7min
2016)
Ozbilgin Souri male Cobalt 60 avec un champ
o . . de 5x23 cm et une . . Immuno- : , .
(Ozbilgin et al. 2016 Swiss Dose unique 10 Gy . P 1,2et7 jours Inflammation histologi Augmentation de I'expression de Cox-1 et 2
2016b) Albinos distance source-sur ace de istologie
80 cm pendant 10,7min
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Accélérateurs linéaires
avec une énergie
photonique nominale de 6
MV (Varian Medical

L’irradiation de la vessie augmentait I’expression du 8-

Rats Histologie et OHdG, sod2, HO-1, NRFa, IL-10, TNF-a et TGF-.
Oscarsson N Sprague- Systems Inc., Palo Alto, Stress oxydatif Immuno- Ces changements ont été complétement inversés par
(Oscarsson et 2017 prag Dose unique de 20 Gy CA, USA). Le 1, 15 et 29 jours > 0%y - - 9 s P P
Dawley - Fibrose histochime I’OHB.
al. 2017) rayonnement a été T s .
femelles administré en utilisant PCR Pas de changement avec I'irradiation de I’expression de
. SOD-1, Thl Th2, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IFN-y
deux champs latéraux
pour éviter ’exposition de
la moelle épiniére.
(14 L L’irradiation de la vessie a inhibé I’augmentation des
Accelerateu_r I|nea|r_e de 6 . . mastocytes induite par le LPS et la diminution des
. MV (Varian Medical Histologie et .
Podmolikova Rats s 10 Al cellules Ibal +. La combinaison du LPS et du
L Sprague- D ique 2 ystgms !nc.l, ga 0 g\ to) 6 h, 3 jours, 7 jours Infl - hl_mml::_]o- rayonnement a augmenté I’expression du 8-OHdG et le
(Podmolikova 2020 Dawley ose unigue 20 Gy eta m|n|strg ans deux et 14 jours nflammation Istochime nombre de cellules CD3 positives dans 1’urothélium et a
champs latéraux pour PCR et - L R . .
et al. 2020) femelles e 1 iy entrainé une diminution de 1’expression du gene NRF2a
éviter ’exposition de la western blot | - . leff
moelle épiniére dans la vessie. Donnée manquante pour I'effet de
I'irradiation seul
YXLON MG325 X ray, Diminution proportionnelle de la capacité vésicale en
(YXLON International fonction de la dose d'irradiation
. . Dose unique de 14 & 23 Gy (14, 17, GmbH, Hambourg, - Augmentation de I'expression de p50 et p65 au début de
(KKo c\’/\\;\z;?il:;lj(ket 2020 f;?]ﬁ“is 19, 21, 23 Gy); Traitement a base de Allemagne), 200 kV, 12 mois (analyse | Fréquence urinaire Cﬁfgﬂ]ﬁ?e la phase de cystite radiologique (jour 1-30). En
thalidomide (inhibiteur de la voie 20mA, vessie 80,9 cm du | une fois par mois) Inflammation B . chronique diminution de I'expression de p65 avec un
al. 2020) C3H/Neu o histochimie X - P
NF-«B) champ d'irradiation retour presque a la condition de contrdle (Iégérement
1Gy/min & une distance supérieur). Expression continue de p50 en phase
de 45,5cm chronique a des niveaux identique a la phase aigué
Augmentation de la fréquence urinaire avec diminution
du volume par miction a 7 et 8 semaines
Augmentation de la fibrose Amincissement de la paroi
urothéliale a partir de 4 semaines aprés I’irradiation et
Zwaans B M Small Animl Radiation Mictions Papier pH un pic a 8 semaines. Diminution de I'Ecadhérine de 4 a 8
Souris Research Plateforme ; Histologie, semaines et retour au témoin ont 12 semaines.
(Zwaa'\r:ls etal 2021 femelles Dose unique de 40 Gy (SARRP), 2 Gy/min 220 12 semaines InLliIr;;:];I;ltJig]n Immuno- Diminution de l'uroplakine Il aprés ’irradiation puis
2021) ' C57BL6 kV et 13 mA, collimateur Fibrose histologie augmentation progressive de I'expression jusqu'a 12
5x5 Histologie semaines. Diminution de I'expression de ZO-1a 8

semaines et retours ont la condition témoin & 12
semaines. Pas de cellules pro-inflammatoires ni
d'expression de cytokine pro-inflammatoire ni d'cedéme
jusqu'a 12 semaines. Pas de fibrose jusqu'a 12 semaines.
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Krischak
(Krischak et al.
2021)

2021

Souris
femelles
C3H/Neu

Dose unique de 23 Gy. Traitement a
base de thalidomide (inhibiteur de la
voie NF-«kB)

YXLON MG325 X ray,
(YXLON International
GmbH, Hambourg,
Allemagne), 200 kV,
20mA, vessie a 0,9 cm du
champ d'irradiation
1Gy/min & une distance
de 45,5cm

12 mois (analyse
une fois par mois)

Urothélium

Immunohistoc
himie

Augmentation de I'E-cadhérine et de la B-caténine en
précoce, puis diminution a la fin de la phase précoce
pour la B-caténine seulement (30 jours). Augmentation
en phase chronique de I'E-cadhérine avec un plateau a
240 jours avec relocalisation dans le cytoplasme.
Augmentation qu'a partir de 180 jours de la -caténine
avec un plateau a 240 jours. En précoce la thalidomide
augmente plus rapidement I'expression de I'E-cadhérine
et de la B-caténine pour arriver au méme plateau que les
irradiés, En chronique une augmentation de I'expression
de I'E-cadhérine est observée avec expression plus forte
sur la paroi cellulaire, peu de différence pour la p-
caténine
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C.3.2 Cystite radique chronique

Les différents mécanismes de la CRC sont présentés dans un paragraphe indépendant.
Un tableau résumant la bibliographie sur la CRC sera mis a la fin de cette partie (tableau 6).
L’ensemble des mécanismes sont synthétisés dans 1’article de Brossard et al., de 2022 (en
annexe 3), (Brossard et al. 2022).

C.3.2.1 Atteintes de IPurothélium

Les lésions de I’urothélium sont un élément clé de I’initiation de la CRC. La perte
d'imperméabilité de I'urothélium correspond a la perte d'une barriére protectrice de la vessie.
C'est le premier élément permettant la détérioration des tissus sous-jacents. Le maintien dans
le temps du défaut d'imperméabilité d0 a une réparation défectueuse peut permettre la mise en
ceuvre des mécanismes observes lors de la phase chronique. De nombreux agents peuvent
entretenir ces lésions de I'urothélium chez les patients et pourraient étre des agents facilitant
I'établissement de la CRC. L'observation de ces lésions apparait au début de la CRC et peut
étre le résultat d'une mauvaise réparation durant la phase aigué. Ce qui confirmerait que
I'urothélium peut étre le point d'initiation de la CRC. Cette absence de réparation peut
conduire a une inflammation, qui peut participer aux dommages vasculaires et ainsi conduire

au développement de la CRC.

L'urothélium subit des modifications moléculaires, avec une relocalisation des
jonctions serrées telle la E-cadhérine induisant une augmentation de la perméabilité de la
vessie (Krischak et al. 2021; Zwaans et al. 2016). Cependant, une étude de Jaal et al. a
démontré une augmentation de I’expression d’ICAM-1, sans éetudier la relocalisation (Jaal et
al. 2004). Dans la premiére phase de la CRC, une diminution du nombre total de cellules de
I’urothélium a 90 et 120 jours (principalement due a la perte des cellules superficielles) avec
une restauration apparente de 1’urothélium au jour 180 a été observée (Jaal and Dorr 2006c,
2010; Zwaans et al. 2016). Dans la phase tardive, la principale caractéristique des études sont
les 1ésions structurelles de I'urothélium accompagnées d’anomalies cellulaires. Dans les
études de Zwaans et al. et de Jaal et al., une diminution de I'expression de I'uroplakine Il et
de I'E-cadhérine a été détectée comme dans la phase aigué, mais celle-ci persiste dans le

temps. L’ensemble de ces anomalies, diminution des cellules superficielles puis diminution
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des jonctions serrées, induisent une perte de I'étanchéité de la vessie chronique. Une
hyperplasie est aussi observée dans les études de Zwaans et al. et de Jaal et al. avec une
augmentation du nombre total de cellules (143%) au jour 360. L’hyperplasie pourrait provenir
d’une augmentation anormale et prolongée des facteurs de prolifération. L’étude de jaal et al.,
de 2010 demontre une augmentation de I’expression de Ki67 a partir du jour 35 jusqu’a 360
jours, suggérant une prolifération cellulaire importante pouvant étre responsable de
I’hyperplasie. Cette augmentation pourrait s’expliqué par la surexpression d’EGFR (dans les
cellules basales) qui précede la restauration urothéliale indique une contribution du systéme
EGF/EGFR a la prolifération et a la différenciation urothéliale (Jaal and Dorr 2010).

L'infiltration d'urine dans les tissus entretient une inflammation et créé des cedémes.
De plus, en phase tardive de la CRC, une altération de la régénération de 1’urothélium est
observée (Jaal and Dorr 2006¢, 2010; Zwaans et al. 2016). L'hyperplasie reste le phénomeéne
le plus fréquent, bien que des érosions ont également été décrites, mais plus dans la phase
précoce de la CRC (Jaal and Dorr 2006c, 2010; Kohler et al. 1995; Lane and Epstein 2008;
Zwaans et al. 2016). Dans les études précliniques, I'hyperplasie, l'atrophie et l'cedéme
cellulaire, notamment dans les cellules basales, sont des mécanismes communs a plusieurs
espéces animales et aux configurations d'irradiation. L'cedéme et I'hyperplasie ont également

été décrits chez les patients atteints de CRC (Lane and Epstein 2008).

Une prolifération accélérée peut se produire dans diverses pathologies de la vessie. Par
exemple, lors de [l'utilisation d'agents chimiques tels que le cyclophosphamide qui
endommagent la couche cellulaire parapluie (Kreft et al. 2009a; Kreft et al. 2010). Le
renouvellement et la différenciation lents des cellules urothéliales peuvent étre influencés par
des facteurs exogenes, notamment le facteur de croissance épithélial (EGF), le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le récepteur activé par les proliféerateurs de
peroxysomes (PPARSs) et d'autres molécules comme l'acide rétinoique (Sun 2006; Varley et
al. 2004a; Varley et al. 2004b). Nous pouvons supposer qu'au cours de la CRC, il y a une
dérégulation des cellules souches urothéliales et que des facteurs tels que I'EGF, le PDGF et

les PPARY pourraient contribuer a cette dérégulation (figure 9).
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Figure 9 : Anomalies dans la régénération de l'urothélium et perte d'imperméabilite.

C.3.2.2 Atteintes du compartiment vasculaire

Les rayonnements ionisants, par leurs effets sur I'endothélium, contribuent a l'initiation
et a la progression des dommages causés aux tissus sains par les rayonnements. Chez les
patients traités par radiothérapie, I’atteinte vasculaire est considérée comme la cause majeure
de la morbidité radio-induite & long terme (Milliat et al. 2008). Présent dans tout 1’organisme,
le réseau vasculaire est une cible potentielle, quelle que soit la localisation du cancer traité par
radiothérapie. Nous décrirons les atteintes générales des irradiations sur le compartiment
vasculaire avant de nous intéresser aux les lésions vasculaires dans la CRC. L’ensemble des

données sont résumé en figure 10.

Les mécanismes généraux de la réponse du compartiment vasculaire lors de
I’irradiation sont une diminution de la perméabilité endothéliale et une augmentation de la
perméabilité vasculaire. En conséquence, le passage des cellules immunitaires peut étre
facilite, mais si cette perméabilité est trop importante, il peut en résulter des micro-
hémorragies comme observées dans la cystite radique (Alexander and Elrod 2002), (figure
10). Des auteurs montrent que la surexpression des molécules d’adhésion peut s’expliquer par
une modification de I’expression de génes impliqués dans la glycosylation (Jaillet et al. 2017).
L’irradiation abdominale a 10 Gy chez la souris entraine une surexpression d’ICAM-1 a 24 h,
Par la suite, I’expression de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) apparait 14 jours

post-irradiation (Molla and Panes 2007). L augmentation des molécules d’adhésion au niveau
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membranaire va favoriser I’adhésion des leucocytes et des plaquettes au niveau de la barriere
endothéliale et ainsi induire une réponse inflammatoire qui peut étre aigué et/ou chronique
(Castellon and Bogdanova 2016).

Le systéme de coagulation est également activé. La thrombomoduline est inactivée par
les ROS favorisant la coagulation par les facteurs VIlla et Va. La diminution de la
thrombomoduline-1 induit une augmentation de thrombine (Richter et al. 1997). L’expression
de PGI2 (prostacycline) est également diminuée aprés irradiation favorisant 1’agrégation des
plaquettes. Les cellules endothéliales vont sécréter de nombreux facteurs dont le facteur de
VVon Willebrand (VWF) qui est un puissant coagulateur. Les taux de PAI-1 (Plasminogen
Activator Inhibitor 1) augmentent. Or PAI-1 inhibe t-PA (tissue Plasminogen Activator) et
I’'urokinase. La fibrine n’est plus dégradée, favorisant la formation de caillots (figure 10). Les
ROS induisent une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF-a et 1’IL-1.
Il en résulte une augmentation des molécules d’adhésions favorisant le recrutement
immunitaire (figure 10). Au final, ce déséquilibre entraine une agrégation des plaquettes qui
vont former des dépots de fibrine responsables de 1’obstruction des vaisseaux irradiés (Ward
et al. 1997).

La transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT, Endothelial Mesenchymal
Transition) est un processus phénotypique de commutation par lequel les cellules
endothéliales perdent leurs caractéristiques et acquierent des marqueurs mésenchymateux
comme I’aSMA (Cho et al. 2018). L’EndoMT joue un role dans I’évolution de la rectite
radique. En effet, chez des patients développant une rectite radique aprés leur traitement par
radiothérapie, les cellules endothéliales expriment a la fois des marqueurs endothéliaux
(VWF) et mésenchymateux (aSMA) (Mintet et al. 2015). Des travaux antérieurs menes dans
le laboratoire ont permis de mettre en évidence I’EndoMT sur un modele préclinique murin a
la suite d’une irradiation colorectale a 27 Gy au Cobalt 60 (Mintet et al. 2015). L’EndoMT
apparait alors comme un processus important dans 1’évolution et la mise en place de la fibrose

radio-induite.

Les cellules endothéliales peuvent également répondre a 1’irradiation par la mise en
place d’une sénescence prématurée. A des doses allant de 0,5 a 10 Gy, les cellules

endothéliales répondent par un arrét dans le cycle cellulaire ou encore par ’acquisition d’un
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phénotype sénescent (Kim et al. 2014; Oh et al. 2001; Panganiban et al. 2013). Si le taux de
cellules sénescentes est supérieur a la capacité de clairance du systeme immunitaire, les
cellules sénescentes s’accumulent dans le tissu. Celles-Cci peuvent créer des dommages
tissulaires et induire des pathologies a travers le SASP. En effet, les cellules sénescentes
endothéliales seraient incapables de maintenir un renouvellement cellulaire pour maintenir la
réparation des dommages et I’homéostasie vasculaire (Wang et al. 2016). La sénescence

participe a la progression de la fibrose radio-induite (Citrin et al. 2013; Pan et al. 2017).
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Figure 10 : Principales fonctions de 1’endothélium vasculaire et des 1ésions aprées irradiation.

D’aprés (Michiels 2003)

Dans la CRC, les lésions vasculaires sont un mécanisme commun retrouvé dans ces
études indépendamment des modeles animaux et de la configuration de l'irradiation. La
télangiectasie est le phéenomeéne le plus frequemment observé, ce qui n'est pas le cas pour
I'nématurie, contrairement a ce qui est observé chez les patients. Ces lésions sont I'un des
premiers phénomeénes visibles de la CRC. Les télangiectasies s‘accompagnent d'une
augmentation de la perméabilité des petits vaisseaux sanguins. Toutes ces modifications
entrainent une détérioration des microcapillaires, permettant leur rupture lors de la contraction

et de la distension de la vessie. Les études de Zwaans et al., ont indiqué une altération
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significative des vaisseaux sanguins avec des lésions vasculaires pales, des lésions
hémorragiques et des télangiectasies sur les plus gros vaisseaux sanguins un an aprés une
irradiation a 40 Gy. La télangiectasie est définie comme une dilatation permanente avec
épaississement de la paroi des vaisseaux sanguins. Il convient de souligner que les lésions
étaient visibles dans toutes les souches de souris testées (Zwaans et al. 2020). Des
télangiectasies sont également visibles en histologie 130 jours apres l'irradiation (environ 4
mois) dans la sous-muqueuse a partir de 20 Gy chez les souris CH3/HeN (Zwaans et al.
2016). La telangiectasie a été mesurée de fagon similaire chez les lapins dans I'étude de
Kohler et al. deux ans aprés une irradiation de 33 Gy et s'est avérée étre proportionnelle a la
dose d'irradiation. Les télangiectasies affectaient principalement la partie caudale de la vessie,
sans que cela soit statistiguement significatif (Kohler et al. 1995). Les télangiectasies des
petits vaisseaux sanguins les rendent plus fragiles face aux contractions et dilatations subies
par la vessie. Jaal et al. (Jaal and Dorr 2006a) ont mit en évidence une augmentation de la
perméabilité des vaisseaux sanguins caractérisée par la présence d'albumine autour de ces
vaisseaux. La présence d'albumine a été détectée tout au long de la phase tardive de 90 jours a

360 jours. Cependant, I'albumine n'a pas été observée autour des gros vaisseaux sanguins.

Contrairement a la pathologie humaine, la majorité des études précliniques n'ont pas
montré d'hématurie. Cette observation concernant l'absence d'hématurie dans les modéles
animaux de la CRC nous ameéne a nous interroger sur les limites des études précliniques pour

expliquer les mécanismes de la CRC chez I'hnomme.

C.3.2.3 Inflammation

Aprés une irradiation, I'inflammation est une réponse tissulaire majeure, induisant des
dommages tissulaires chroniques notamment au systéme vasculaire induisant la migration de
leucocytes dans la zone irradiée et la secrétion de multiples agents du systéeme immunitaire
(Yahyapour et al. 2018). L'irradiation modifie les fonctions des cellules immunitaires. La
multiplication des macrophages et des lymphocytes T entraine la production de médiateurs
inflammatoires, tels que des cytokines, notamment IL-1, IL-2, IL6, IL-8, IL-33, TNFa (tumor
necrosis factor-a), TGF-p (transforming growth factor beta, et INFy (inter-feron gamma)
associé a une stimulation de facteur nucléaire comme NFkB (nuclear factor-kappa B) et

SMAD2/3 (Mothers against decapentaplegic homolog) (YYahyapour et al. 2018). Une
55



Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Etat de I’art — Partie C
La cystite radique

association étroite existe entre I'inflammation chronique et les dommages oxydatifs apres
irradiation. La quantité elevée de médiateurs inflammatoires est combinée a la production de
prostaglandines et de radicaux libres, qui comprennent les especes réactives de l'oxygene
(ROS) et l'oxyde nitriqgue (NO) (Petkau 1987). L'échange persistant entre le systeme
immunitaire et les tissus endommages par les radiations amplifie a son tour les boucles

inflammatoires en mobilisant davantage de cellules inflammatoires.

Dans la CRC, le manque de données dans les études précliniques sur I'inflammation
chronique est un véritable obstacle a la compréhension du réle de l'inflammation dans la
CRC. Par rapport a des pathologies similaires, comme la cystite interstitielle (CI), on peut
suggérer que la dégradation de l'urothélium entraine la libération d'histamine, d'lIL-6, de
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et de tryptase (He and Walls 1997; Wang et al.
2017b). La libération de ces facteurs pourrait activer les mastocytes, ce qui pourrait favoriser
une inflammation chronique dans la CRC. Dans les études précliniques, les mécanismes de
I'inflammation chronique n'ont été que partiellement étudiés dans la CRC. Cependant, au
niveau cellulaire, plusieurs études ont revélé un nombre croissant de cellules pro-

inflammatoires.

Zwaans et al., ont démontré une légere augmentation du nombre de mastocytes dans la
sous-muqueuse, 130 jours aprés une irradiation (Zwaans et al. 2016), tandis que d’autres
études démontrent qu’il n’y a pas eu d’augmentation (Vale et al. 1993). Aucune autre étude ne
s'est intéressée aux mécanismes pro-inflammatoires dans la phase chronique. Cependant, Jaal
et al. ont démontré que la COX-2 (Cyclooxygénase-2), qui a un role dans lI'inflammation, était
augmentée en aigué, mais pas en phase chronique (Jaal and Dorr 2006b). La présence de
mastocytes a la fin de la phase précoce et au début de la phase tardive était en faveur d'une
inflammation chronique. Les mastocytes participent activement a la production de cytokines
pro-inflammatoires et aux lésions vasculaires. L’étude de Kowaliuk a démontré une
augmentation de 1’expression de p50, un régulateur de NF-kB en phase chronique apres 150
jours post-irradiation (mais pas de p65 augmenté que en aigué). Ces résultats suggérent bien

une inflammation chronique, car NF-kB est impliqué dans la production de cytokines et le

recrutement des cellules immunitaires (Kowaliuk et al. 2020).
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L'inflammation chronique joue un réle central dans I'acquisition et I'évolution de la
CRC, ainsi que dans de nombreuses maladies chroniques. Ce qui n'est pas décrit dans la CRC
et qui est pourtant la principale caractéristique de I'inflammation chronique est la présence
importante de macrophages et de lymphocytes, y compris les lymphocytes B, les plasmocytes
et les lymphocytes T. Mais la présence de mastocytes en phase précoce et tardive pourrait
sous-entendre que 1’inflammation chronique participe a l'origine de I'apparition de la maladie.
I1 est difficile de savoir si I’inflammation est a 1’origine de I’apparition des lésions tardives ou
si elle est la conséquence des Iésions de 'urothélium. En plus des mastocytes, il est donc
possible que l'inflammation chronique implique des macrophages et des lymphocytes T
comme dans diverses pathologies radio-induites.

C.3.2.4 La neuro-inflammation : La cause des spasmes et des

douleurs ?

Le compartiment nerveux a un réle tres important lors de la miction, ordonnant aux
muscles détrusors de se contracter pour vider la vessie. La cystite radique est associée a un
trouble fonctionnel entre le systéme nerveux et la vessie générant des contractions aléatoires
et incomplétes (phénomeéne de la vessie hyperactive), ce qui contribue a I'incontinence, mais
aussi a la douleur exprimée par les patients. L’étude de Crowe a étudié¢ de nombreuses fibres
nerveuses chez le rat 6 mois post-irradiation pour une dose de 15 ou 25 Gy (en dose unique).
Il s’agit de la seule étude trouvée dans la littérature s’intéressant aux fibres nerveuses apres
irradiation de la vessie et en chronique. Dans la vessie, la majorité des animaux des nerfs
contenaient du neuropeptide Y (NPY), du peptide lié au géne de la calcitonine (CGRP pour
Calcitonin Gene-Related Peptide), du polypeptide intestinal vasoactif (VIP pour Vasoactive
Intestinal Peptide), de la substance P (SP) et de la tyrosine-hydroxylase (TH) sont exprimés
dans la lamina propria et a la base de I’urothélium. Des nerfs périvasculaires ont été observés
contenant de la TH. Aprés irradiation une augmentation de la densité de ses nerfs a été
observée. De plus, leurs densités étaient plus importantes autour et dans 1’urothélium a 6 mois

post-irradiation (Crowe et al. 1996).

Cette etude permet de nous éclairer sur le r6le des fibres nerveuses. Ces fibres
semblent trés associées a I’urothélium et leur augmentation et la neuro-inflammation

pourraient induire une sur activation des nerfs afférents entrainant des contractions
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involontaires et incompletes comme observée dans de nombreuses études. L’urothélium étant
en contact étroit avec les fibres musculaires et les nerfs par le biais des télocytes. De plus,
I’augmentation de la substance P et de CGRP indiquerait une augmentation de la douleur,
symptdme retrouvé chez les patients. Des études complémentaires doivent étre effectuées

pour mieux comprendre ces mécanismes et leurs liens avec I’inflammation.

C.3.2.5 La fibrose : un acteur essentiel dans le maintien de la CRC et

dans les symptdmes cliniques

La fibrose est un acteur essentiel dans le maintien de la CRC et dans les symptoémes
cliniques. La fibrose est une accumulation anormale et désordonnée de la Matrice
Extracellulaire (MEC). Cette accumulation va induire une augmentation du ratio
MEC/muscles. 1l en résulte une diminution de la capacité contractile et une rigidification du
tissu. Dans la vessie, cela se traduit par des incontinences, des urgences et des pollakiuries.
D’une manicre générale la fibrose se distingue en 3 phases, I'initiation, la progression et la
fibrose établie. Nous étudierons dans un premier temps les mécanismes mis en place dans la

fibrose radio-induite, puis nous décrirons les mécanismes découverts dans la CRC.

L’initiation : Lors de I’inflammation chronique, de grandes quantités de cellules
immunitaires sont recrutées, produisant de nombreuses cytokines dont TGF-f. Cette molécule
est un point clé de la fibrose. Elle permet d’induire le changement de phénotype des cellules
pro-inflammatoires vers un phénotype anti-inflammatoire (Sanjabi et al. 2009; Zhang et al.
2016). Les cellules Thl (lymphocyte T helper de type 1) pro-inflammatoires vont acquérir un
phénotype anti-inflammatoire Th2 sécrétant un ensemble de cytokines, dont les interleukines
anti-inflammatoires IL-4, 1L-10 et IL-13, associées au remodelage de la MEC (Kaviratne et
al. 2004). Th17 est un facteur important de la fibrose (Bessout et al. 2015; Feng et al. 2009;
Wilson et al. 2010). Les Treg peuvent favoriser la fibrose (Estes et al. 2007; Liu 2010) ou
I’inhiber (Claassen et al. 2010; Kotsianidis et al. 2009). Dans les 1ésions tardives, 1’apoptose,
les ROS, I’hypoxie permanente induisent le recrutement des cellules pro-inflammatoires. Les
cellules sénescentes restent présentes, continuant a produire des cytokines pro-inflammatoires.
L’emballement des ROS par la réaction inflammatoire ne peut plus étre arrété par les
antioxydases (SOD, Nrf2, GS (Glutathione Synthetase), GSH (reduced Glutathione

Synthetase). Une augmentation de 1’apoptose est observée, continuant 1’émission de signaux
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pro-inflammatoires. Il en résulte une accumulation de cellules pro et anti-inflammatoires dans

le tissu conduisant a la fibrose.

La progression : L’accumulation de cellules immunitaires et notamment des

macrophages M2 conduit a la production importante de TGF-B. Le TGF-B va induire la
cascade des SMAD. Plus particulierement SMAD 2 et 3 seront phosphorylés, ce qui permet la
fixation de SMAD 4. Cette cascade va induire des génes liés a la transition fibroblaste en
myofibroblaste, a I’EndoMT (transition endothélium mésenchyme) et a 'EMT (transition
épithélium mésenchyme) (Piera-Velazquez and Jimenez 2019). L’EndoMT est un processus
qui induit la commutation des cellules endothéliales en myofibroblastes. Les myofibroblastes
sécretent de grandes quantités de collagene | et 11l qui sont les principaux composants de la
MEC (Klingberg et al. 2013). L’EMT est un processus similaire a I’EndoMT. Elle concerne
les cellules épithéliales. Ce changement de phénotype vers un profil de myofibroblastes
contribue comme I’EndoMT a la production de MEC (Gonzalez and Medici 2014).
L’ensemble de ces voies induit une augmentation des myofibroblastes qui vont
produire de la MEC. Durant la phase de progression seule, quelques plaques de fibrose sont

visibles.

Fibrose établie : Dans la fibrose, I’inflammation persiste et les myofibroblastes sont

activés en permanence induisant a de grandes quantités de MEC. De plus, le remodelage
incessant de la MEC par les TIMPs (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease )/MMPs
(produits par les macrophages (M2 principalement), les neutrophiles et les myofibroblastes
eux-mémes induisent une densification et une rigidification de la MEC. L’accumulation de la
MEC rend le tissu hypocellulaire en induisant I’apoptose des cellules entrainant la perte de
fonctionnalité du tissu et induit sa rigidité. Un envahissement des muscles par la MEC est

observé, diminuant la capacité contractile du tissu (figure 11).
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Figure 11 : Initiation, progression et installation de la fibrose radio-induite
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Dans les tissus irradiés, la fibrose est étroitement associée et se superpose a
I'inflammation. Dans tous les modéles étudiant la fibrose, une augmentation de la densité du
collagene a été observée, ainsi qu'une infiltration de la matrice extracellulaire (MEC) dans la

partie musculaire. La fibrose est un probléme clé dans le maintien de la CRC.

La rigidification des tissus va contribuer aux problemes de contractilité de la vessie.
Ces deux facteurs favorisent les lésions vasculaires, notamment en provoquant la rupture de
ces vaisseaux, créant une hématurie et générant a nouveau une inflammation. Le facteur de
croissance transformant béta (TGF-f 1) est un contributeur majeur a la fibrose dans la cystite
radique chronique. L'étude de Kraft (Kraft et al. 1996) montre que le TGF-B1 est fortement
exprimé dans l'urothélium et la sous-muqueuse, et de facon diffuse dans les couches
musculaires. Globalement, les études ont révélé que la libération de TGF-B1 est corrélée a la
dose d'irradiation et au temps post-irradiation. L'augmentation du collagene a été étudiée dans

plusieurs modeéles.

L'étude publiée par Kraft et al. a montré une augmentation de l'expression des
collagénes | et 111 dans les tissus et principalement dans la sous-muqueuse et le muscle a partir
de 180 jours (six mois) apres l'irradiation (Kraft et al. 1996). Cependant, le rapport collagéne
I/111 differe selon les souches de souris (Zwaans et al. 2020). L'étude réalisée avec la souche
C3H/HeN Af- nu+ a montré une diminution de ce rapport alors que la souche C3H/Neu a
montré une augmentation. Le collagéne de type | est important pour la cicatrisation,
I'élasticité et le maintien du tissu conjonctif. Le collagéne Il est le principal constituant de la
matrice extracellulaire. Une modification du ratio pourrait indiquer la présence d'un tissu

cicatriciel.

Dans le modele de Zwaans et al, une augmentation de la densité des fibres de
collagene a été mise en évidence, mais pas de leur longueur ou de leur diametre chez les
souris un an apres une irradiation a une dose unique de 40 Gy. Une augmentation des cellules
| et 111 positives pour le collagene a été observée chez les souris C57BL/6, mais pas chez les
souris CH3 et BALB/c. Il est important de souligner que la souche de la souris joue un role
essentiel dans la réponse a la fibrose radio-induite (Zwaans et al. 2016; Zwaans et al. 2020).
La fibrose a été mesurée chez les souris CH3/HeN 130 jours apres l'irradiation (environ quatre
mois) pour une dose unique d'irradiation de 20 Gy (Zwaans et al. 2016; Zwaans et al. 2020).
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Dans I'étude de Soler et al, une augmentation du ratio collagene/muscle a été mise en
évidence trois mois apres l'irradiation chez des rats Lewis pour une dose unique de 20 Gy
(Soler et al. 2011). Les coupes histologiques ont révéle une infiltration de la matrice
extracellulaire entre les fibres musculaires. De plus, cette augmentation était homogene dans
les trois parties de la vessie (déme, corps et trigone) (Soler et al. 2011). Dans le modéle utilisé
par Ikeda et al. la fibrose était également visible 60 jours aprés l'irradiation (Ikeda et al. 2018).

Le muscle altéré induit un déficit de contractilité, et augmente la fréquence de la
miction ainsi que la diminution du volume de la miction. Un dépdt excessif de matrice
extracellulaire (MEC) nuit & la fonction musculaire et a la régénération musculaire aprées une
irradiation. La compréhension par lequel les facteurs profibrotiques activent la fibrose
musculaire est une étape essentielle pour développer des traitements anti-fibrotiques. Selon
Ikeda et al, l'augmentation de la densité du collagene et I'invasion de la matrice extracellulaire
dans les muscles entrainent une perte de la capacité contractile des muscles et de la vessie. Il
en résulte des contractions incompletes, soudaines et involontaires de la vessie (Ikeda et al.
2018). D'apres les études de Stewart et al. et de Zwaans et al. la perte de contractilité entraine
une augmentation de la fréquence des mictions, mais pas de changement du volume d'urine.
L'importance de I'incontinence augmente avec la dose d'irradiation, mais pas avec le moment
de son apparition, qui se produit entre quatre mois et un an apres l'irradiation (Bentzen 2006;
Dorr and Kraft 1997; Dorr and Beck-Bornholdt 1999; Ikeda et al. 2018; Jaal et al. 2004;
Kohler et al. 1992; Kowaliuk et al. 2020; Kraft et al. 1996; Post et al. 1995; Stewart et al.
1978; Stewart et al. 1980; Stewart et al. 1981; Stewart et al. 1984; Stewart 1985, 1986;
Stewart et al. 1991; Vale et al. 1993; Zwaans et al. 2016). Dans I'étude de Stewart,
I'augmentation des fréquences urinaires est corrélée a une diminution du volume total de la
vessie (Kraft et al. 1996; Stewart et al. 1978; Stewart et al. 1980; Stewart et al. 1981; Stewart
et al. 1984; Stewart 1985, 1986; Stewart et al. 1991), (figure 12).
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Figure 12 : Mécanisme mis en place dans la CRC

C.3.2.6 Conclusion

En conclusion, I'étiologie de la CRC est mal comprise et principalement liée a la
dégradation de l'urothélium et aux hémorragies. Le nombre limité d'études précliniques
empéche une compréhension approfondie de cette pathologie. En outre, les études portent
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principalement sur la télangiectasie, la fibrose, I'nématurie et la perte de la fonction vésicale.

Le processus moléculaire reste mal décrit en termes d'inflammation et d'atteinte du muscle

détrusor (figure 12 et 13).
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Figure 13 : Schéma de I’amplification de la réponse dans la CRC
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Tableau 6 : Liste des études préecliniques sur la cystite radique chronique

Etat de ’art — Partie C
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Date de Source Temps de Principales
Auteur ublication Modele Dose dirradiation I'étﬂde caractéristiques Moyen utilisé Résultats principaux
P étudiées
Accélérateur
STEWART, . . R linéaire (1,8 MeV, | Tous les mois . . .
F. A Souris femelle Dose unique de 10 & 40 Gy - . . Augmentation de la fréquence urinaire avec la
1978 T . 75 (pendant 16 Mictions Cage métabolique o
(Stewart et al. CBA (incrémentation de 5 Gy) . Isions/ - dose d'irradiation.
1978) impulsions se_c). mois)
112,5 Gy/min
Augmentation de la vitesse de régénération de
STEWART Accélérateur Régénération de I'urothélium entre 6 et 22 mois inversement
' Souris . R linéaire (1,8 MeV, I'urothélium Marquage au tritium proportionnelle a la dose.
F.A Dose unique de 10 a 40 Gy 3,7,9,12,19
(Stewart et 1980 (probablement (incrémentation de 5 Gy) 5 et 22 mois
al 1980) CBA) Y impulsions/sec). Régénération de Marquage au tritium Augmentation de la vitesse de régénération de
' 112,5 Gy/min I'endothélium I'endothélium entre 6 et 22 mois inversement
proportionnelle a la dose.
Dose unique ou part fraction : 2 (24
heures) et 5 fractions (4 jours) Augmentation de la fréquence urinaire avec la
dose d'irradiation, mais diminution de la
STEWART Dose unique : 15 4 32,5 Gy Accélérateur fréquence urinaire avec le nombre de fractions a
' . (incrémentation de 2,5 Gy) linéaire (1,8 MeV, R . Mictions partir de 12 mois.
F. A Souris femelle 6 a 15 mois (1 . .
(Stewart et al 1981 CBA 5 fois par mois) Cage métabolique
1981) ' Dose pour 2 fractions : 22,5 a 37,5 Gy | impulsions/sec). P Capacité de la vessie Réduction progressive de la capacité de la vessie
(incrémentation de 5 Gy) 112,5 Gy/min proportionnelle & la dose et augmentation de la
capacité proportionnelle au nombre de
Dose pour 5 fractions : 30 a 55 Gy fractionnements a partir de 12 mois.
(incrémentation de 5 Gy)
Fractionnement : 1, 5, 10 ou 20
fractions (dose égale par fraction . 3 .
répartie sur 14 2 semaines (condition Augment‘a}tlon _de_la freqL_Jenz_:e urinaire avec la
L - - dose d'irradiation, mais diminution de la
20 fractions = 2 fractions par jour 616 fré o | bre de fracti N
STEWART ) séparées de 5h)) ) Agce érateur o réquence urinaire avec le nombre de fractions a
' Souris femelle linéaire (1,8 MeV, Mictions partir de 10 mois.
F. A. 9, 10, 11, 13, . .
1984 CBA/Ht Gy f e L 75 . Cage métabolique
(Stewart et al. SVS Dose d'irradiation pour 1 fraction : 20, | . Isions/ 14 mois c it6 de | . sducti ivedel ite de | .
1984) BSV 25 ¢t 30 Gy impulsions/sec). apacité de la vessie Réduction progressive de la capacité de la vessie
' 112,5 Gy/min proportionnelle a la dose et augmentation de la

Pour 5 fractions : 35, 45, 55 et 60 Gy.
Pour 10 fractions : 45, 55, 65 et 75 Gy.
Pour 20 fractions : 50 a 90 Gy
(incrémentation de 10 Gy)

capacité proportionnelle au nombre de
fractionnements a partir de 10 mois.
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Augmentation des fréquences urinaires a partir de

Mictions . . N o
‘16 staboli 7 mois et proportionnelles & la dose d'irradiation.
STEWART souris formell Ie_icc,e_erat(efrss - Cage métabolique
' ouris femelle - R S inéaires (1, . égénération o . -
F. A 1985 CBAJH Gy f dose unique de 15 & 32,5 (incrément de MeV. 75 1_6 mois (1 urothélium Marquage au tritium Peu de regen_eratlon_de | U‘I’O-the“l:lm' dans les 3
(Stewart 2,5Qy) . Isions/ fois par mois) premiers mois apres irradiation.
1985) BSVS impu smns/se_c). o -
112,5 Gy/min Regene[a_tlon Marquage au tritium Peu de régénération de I'endothélium dans les 3
endothélium - - e
premiers mois apres irradiation.
Irradiation de l'uretére a 37,4 Gy a entrainer la
mort avant 40 jours a cause de lésions
intestinales, mais pas a 23,4 Gy, mais le
Knowles J.F Rat femelle Dose unique 23,4 ou 37,4 Gy pour Rayon X 300kV Hydronéphroses et developpement d'une hydronéphrose aprés 49
(Knowles 1985 Wistar I'uretre et qu ou 4’0 G o’ur Ieytfi one Y 15mA ' 300 jours yh droﬁlretére Urographie et radiographie | jours (87,5%). Pas de déces a 25 ou 40 Gy pour
1985) yP Y y I'irradiation de la vessie. 82 et 100% des rats
présentaient une hydronéphrose pour des doses
respectives de 25 et 40 Gy. L'hydronéphrose se
développait aprés 42 jours.
Electron :
1 fraction : 17.5, 22.5, 25, 30 Gy
2 fractions : 22,5, 27.5, 32.5, 37.5 Gy Augmentation de la fréquence urinaire avec la
4 fractions : 35, 45, 55 Gy; 8 fractions: - dose d'irradiation, mais diminution de la
STEFW:RT’ Souris femelle 35, 45, 55, 65 Gy Iirl:é;?f;eérlaetgtl;gn 9 414 mois (1 fréquence urinaire avec le nombre de fractions a
(Stewart et al. 1986 CBA/Ht Gy f . 1.8 MeV ou fois par mois) Mictions Cage métabolique partir de 9 mois.
1986) BSVS Neutron : neutron 3 MeV P -
1 fraction : 7, 8, 9, 10 Gy Les irradiations avec électron sont moins
2 fractions : 7.5, 9, 11, 12.5 Gy dommageables.
4 fractions : 8, 10, 12, 14 Gy
8 fractions : 8, 10, 12, 14, 16 Gy
Lundbeck F Souris femelle _ o _
(Lundbeck et 1989 ((::;D/?FF]} Dose unique 5, 10, 15, 20, 25,30 Gy | Rayon X 250 kV lan Fonctionnement de la Cystométrie D|m|n}1t}on| doSse dgpzndan(}g de (Ija capacite
al. 1989) (C3H/Tif x vessie vésicale. Survie dose dépendante.
' DBA/2)
Lundbeck F Sogéss‘gglelle Fonctionnement de la Diminution de 50% de la capacité vésicale en
(Lundbeck et 1989 . Dose unique 20 Gy Rayon X 250 kV lan . Cystométrie aigué (<30 jours), puis phase de latence puis
(C3H/Tif x vessie ) - X -
al. 1989b) DBA/2) réponse chronique apres 200 jours.
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Dommages fonctionnels aprées 2 semaines suite a

STEWART, . Loa ;
EA Souris femelle Dose de 8 ou 16 Gy répétés a 1 jour, 3 la ré-irradiation & 9 mois pour une dose de 16 Gy.
o 1990 C3H/Hen Af- ' ' Rayon X 250 kV | 30 semaines Fréquence urinaire Cystométrie Pas d'effet a 8 Gy. La tolérance a la réirradiation
(Stewart et al. ou 9 mois . . 5
1990) nu+ est inversement proportionnelle a la dose du
premier traitement.
Augmentation de la fréquence urinaire en
fonction du temps (phase aigué le 1er mois) et
Fréquence urinaire . . proportionnelle a la dose.
STEWART, Souris femelle Rayons X 250 kV, Jz?srt?)’u%ezé Ilegs Cage metaboligue
F.A Dose unique de 10, 15, 20, 25, 27,5 et | filtrésa 0,5 mm P 5 Volume max de la : Diminution du volume max de la vessie en
1991 C3H/Hen Af- R A 436 - Cystoscopie - S .
(Stewart et al. 30 Gy Cu,al5mA. Ade - vessie fonction du temps (phase aigué le ler mois) et
1991) nu+ 2,1 Gy/min Ssesfzae';]ﬂ?irf:g)r Histoloie proportionnelle a la dose.
Urothélium 9
Dénudation épithéliale et hyperplasie focale, avec
fibrose et ulcération.
Souris femelle Dose unique : 5, 10, 15, 20, 25, 30 Gy Diminution de 50% apres 35 jours. Plus
Bentzen S.M C3D2F1 2 fractions : 16, 18, 20, 22, 24, 28 Gy | Rayon X 250kV, Fonctionnement de la I'irradiation était forte, plus les Iésions étaient
(Bentzen et 1992 (C3HITif x 3 fractions : 21, 33, 39, 45 Gy 3,1mmCu, 2,3 401 jours vessie Cystométrie précoces et plus le fractionnement a été élevé et
al. 1992) DBA/2) 5 fractions : 20, 25, 30, 35, 40 Gy Gy/min plus les lésions étaient tardives. a/b ratio de 5,8
10 fractions : 30, 40, 45, 50, 55, 60 Gy Gy.
Augmentation de la fréquence des mictions
Dose fractionnée sur 5 jours Rayons X de 300 diminution du volume max durant 100 semaines
kohler M Lapin méle de | consécutifs (1 fois/jour) pour un total kV 0,8 Gy/min our les doses 39 Gy ou 36 Gy (irradiation vessie
p J p Y p y y
(Kohler et al. 1992 Nouvelle- de 33, 36 et 39 Gy (isovolt 3002 de | 100 semaines Mictions Cage métabolique totale), et a partir de 20 semaines pour
1992) Zélande Irradiation vessie entiére ou la moitié | Seifert; filtration: I'irradiation sur la moitié de la vessie (39 Gy a la
de la vessie c6té cranial ou caudale 1.0 mm Al) partie cranienne de la vessie et 39 Gy ou 36 Gy a
la partie caudale).
La premiére réduction de la capacité vésicale se
développe a environ 4 semaines, et
Fonctionnement de la la seconde débute 3-4mr2?sls et persiste jusqu’a 6
Vale J.A Rayons X Pantak vessie P . oy
(Vale et al. 1993 Ra\t/\}(f;:‘aer”e Dose unique de 10, 15,20 et 25 Gy | 300 kV et10 mA, | 6 mois Inflammation Cgissttmetirée A”gme”ta“‘r’;‘o?se ('rfodnegtsa'ttfs gezg‘as“’cytes a6
1993) 1,72 Gy/min Fibrose g gue).

Neuro-inflammation

Augmentation de la fibrose (dans 50% des rats)
avec dégénérescence focale des cellules
musculaires lisses.

Dégénération des fibres non myélinisées.
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Hyperplasie ou atrophie de I'urothélium
proportionnel a la dose et plus marqué au niveau

Dose fractionnée sur 5 jours Rayons X de 300 du corps de la vessie et du trigone, les tissus sous-
kohler M Lapin méle de | consécutifs (1 fois/jour) pour un total kV 0,8 Gy/min mu ugux et musculaires résgentaient une fibrose
(Kohler et al. 1995 Nouvelle- de 33, 36 et 39 Gy. (isovolt 3002 de | 100 semaines | Altération des tissus Histologie q . P o
. L . = L o el dose dépendante et des modifications des
1995) Zélande Irradiation vessie entiére ou la moitié | Seifert; filtration: . - .
A vaisseaux sanguins et lymphatiques, le corps et le
de la vessie cAté cranial ou caudale 1.0 mm Al) - . S
trigone sont plus sensible aux radiations (plus de
fibrose, de modification des vaisseaux).
1,2et4
semaines . . -
aprés Papier absorbant (15 cm/h) Augme_r)tatlon de_la frequenc_e en phe_ise aigué les
IR . - 4 premiéres semaines, et tardif a partir de 15 a 37
I'irradiation Fréquence urinaire semaines (proportionnelle a la dose)
Post G.J avec Souris femelle Rayons X 250 kV, puis Tablette de numérisation prop '
Stewart Dose unique de 10, 15, 20, 22.5,et 25 | filtrésa 0,5 mm mensuelles Volume par miction (Calcomp B.V,, . . -
1995 C3H/Hen Af- N . s Réduction du volume par miction entre 52 et 56
(Post et al. Gy Cu,al5mA, 2,1 jusqu'a 61 Amstelveen, Pays-Bas) -
nu+ . . semaines pour 25 Gy.
1995) Gy/min semaines Volume max de la avec un programme
(irradiation vessie spéciale Cystoscopie Diminution du volume total de la vessie en
lors de la -
> fonction de la dose.
semaine 4 ou
12)
Corrélation entre la diminution du volume max de
la vessie et I'expression du TGFp et des
collagénes, diminution du volume total de la
vessie.
. . .Seifert Isovolt -
Souris femelle Dose unique de 19 Gy . 320 300kV, 5,3 Fonctlonnement de la Cystoscopie Augmentation de I'expression protéique dans le
Kraft M avec C3H/ Gv/mi vessie issu de TG dans les d h
Stewart 1996 Y 902360] | vistochimie | foncion dutemps. (t de Ia doss, augme ?St) ond
- a jours . mmunohistochimie onction du temps et de la dose, augmentation des
(Kraft etal. Souris femelle .Seifert Isovolt Fibrose collagénes | et Il a partir de 180 jours apres
1996) C3H/Hen Af- 320 250KV 2 istoloai Virradiati is diminution d
U+ Dose unique de 25 Gy et 14 Gy 5 V 1 Urothélium Histologie irra iation, mais |m|putl0n u rapport
Gy/min collagéne I/111 chez les souris C3H/Hen Af-nu+ et
augmenté chez les souris de CH3/Neu.
Dénudation ou hyperplasie plus importante en
fonction de la dose, cedéme.
Les animaux témoins contenaient du NPY, puis
du CGRP, VIP, SP et TH. Des nerfs SP, CGRP,
TH et parfois VIP ont été observés dans la lamina
propria, a la base de 1’urothélium. Des nerfs
périvasculaires contenant des neuropeptides et de
Crowe R Pantak HE 320 X- la TH ont été observés dans toute la paroi de la
(Crowe et al. 1996 Rat Dose unique de 15 et 25 Gy rav generator 6 mois Systeme nerveux Immunohistochimie vessie. Il y avait une absence de nerfs
1996) 9 immunoréactifs m-ENK-, I-ENK- et SOM dans

les vessies témoins et irradiées du rat. Dans la
vessie du rat irradiée 25 Gy, il y avait une
augmentation de la densité des nerfs
immunoréactifs NPY, TH et SP, mais pas CGRP
et VIP. Il y avait des différences régionales dans

68




Brossard clément — Thése de doctorat — 2022

Etat de ’art — Partie C
La cystite radique

la vessie, c’est-a-dire qu’il y avait une
augmentation des nerfs immunoréactifs VIP,
CGRP et SP autour et dans 1’urothélium. Des
nerfs immunoréactifs NPY ont été observés dans
le tissu conjonctif. Une augmentation de la
densité ou de I’intensité de fluorescence des nerfs
périvasculaires contenant des TH, mais non des
neuropeptides.

Seifert Isovolt
320/20 x-ray
machin+E14:H14e

Diminution du volume urinaire jusqu'a 30 jours.

(ggrrrr :r\{d 1997 Soggs 1;eme||e Dose unique de 19 Gy (Seifert X-Ray 250 jours Fonctionnement dela Cystornétrie_ ) D_iminution pro_gressiveldu _volqme urinaire a
Kraft 1997) H/Neu Cor_p., Fairview vessie Immunohistochimie partir de 15 semaines. Altération importante dela
Village, PA) fonction vésicale durant la phase diurne.
300kV, 5,3
Gy/min
Seifert Isovolt
320/20 x-ray
Dérr W machin+E14:H14e Diminution du volume urinaire en fonction du
(Dorr and Souris femelle . (Seifert X-Ray R - Fonctionnement de la . temps et en fonction de la dose. Plus la dose et
Bentzen 1999 C3H/Neu Dose unique 13, 16, 18, 20 et 23 Gy Corp., Fairview 0.2 360 jours vessie Cystoscopie faible et le fractionnement important plus les
1999) Village, PA) lésions chroniques sont tardives.
300kV, 5,3
Gy/min
Réduction de la capacité de la vessie de 50 %
chez 40 % des animaux irradiés entre les jours 0
2,4,7,10, 13, et 15, 64 % des animaux entre les jours 16 et 30.
Seifert Isovolt 16, 19, 22, 25, En tardif, 71% des animaux présentions une
320/20 x-ray 28, 31 jours réduction de la capacité vésicale aprés le 180e
Jaal J Souris femelle machine (Seifert (précoce), Fonctionnement de la Cvstométrie jour.
(Jaal et al. 2004 C3H/Neu Dose unique de 20 Gy X-Ray Corp., puis aux jours vessie Immu}rllohistochimie Augmentation de I'expression d'ICAM au
2004) Fairview Village, | 90, 120, 180, Urothélium deuxiéme jour, avec un maximum au quatriéme
PA) 200kV, 0,85 240 et 360 jour et un retour aux valeurs de contrdle au jour
Gy/min (tardif) apres 13. Augmentation permanente du signal de
I'irradiation coloration de I'lCAM-1 a été observée dans la

phase tardive, du 90e au 360e jour aprés
l'irradiation.
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2,4,7,10, 13,
Seifert Isovolt 16, 19, 22, 25,
Jaal J 320_/20 x-ray 28, :,31 jours Augmentation de I'expression de COX-2 dans la
Souris femelle machine (Seifert (précoce), aroi des vaisseaux sanguins durant la phase
2006 Dose unique de 20 Gy X-Ray Corp., puis aux jours Vasculaire Immunohistochimie pa N gul P
(Jaal and Dorr C3H/Neu o - précoce (4 a 16 jours), mais pas dans la phase
2006b) Fairview Village, | 90, 120, 180, tardive
PA) 200kV, 0,85 240 et 360 '
Gy/min (tardif) apres
I'irradiation
2,4,7,10, 13, Diminution des cellules superficielles en phase
Seifert Isovolt | 16, 19, 22, 25, précoce (jour 0 a 31) jusqu'au début de la phase
320/20 x-ray 28, 31 jours tardive (90 a 120 jours), perte progressive de
Jaal J Souris femelle machine (Seifert (précoce), I'expression de I'Uroplakine 111 a la surface des
(Jaal and Dorr 2006 C3H/Neu Dose unique de 20 Gy X-Ray Corp., puis aux jours Urothélium Immunohistochimie cellules corrélé a la perte des cellules
2006¢) Fairview Village, | 90, 120, 180, superficielles, mais augmentation de I'expression
PA) 200kV, 0,85 240 et 360 cytoplasmique de I'Uroplakine 111 dans les
Gy/min (tardif) apres cellules superficielles jusqu'au début de la phase
I'irradiation tardive (120 jours).
2,4,7,10,13,
Seifert Isovolt 16, 19, 22, 25,
320/20 x-ray 28, 31 jours Infiltration de l'albumine autour des petits
( IJaaIdJ Souris femelle ] machine (Seifert (précoce), Fibrose Histologie vaisseaux sanguins en phase précoce et tardive.
Jaal and Dorr 2006 Dose unique de 20 Gy X-Ray Corp., puis aux jours
2006a) C3H/Neu Fairview Village, | 90, 120, 180, Vasculaire Immunohistologie Augmentation du dépbt des collagenes dans la
PA) 200kV, 0,85 240 et 360 vessie.
Gy/min (tardif) apres
I'irradiation
Diminution du nombre de cellules total de
l'urothélium a 13 jours, suivis d’une légere
récupération le jour 22 et d’une deuxiéme
diminution de 49% & 31 jours. Diminution du
. nombre total de cellules & 90 et 120 jours avec
Seifert Isovolt . R 1 .
une restauration apparente de 1’urothélium au jour
320/20 x-ray 180. En revanche, au jour 360, une augmentation
Jaal J Souris femelle . machine (Seifert de 0 a 360 Prolifération de . . du nombre total de cellules a été observée
(Jaal and Dorr 2010 Dose unique de 20 Gy X-Ray Corp., . \ (1 Histologie . .
C3H/Neu o - jours I'urothélium (143%). Pas de changement de I'expression de
2010) Fairview Village, i s . Lo g
Ki67 jusqu'a j35, puis augmentation jusqu'a j360.
PA) 200kV, 0,85 . . S : s
Gv/min Augmentation de 'expression d’EGFR jusqu'a j
y 360. Augmentation de 1’expression urothéliale de
I’EGFR (dans les cellules basales) qui précede la
restauration urothéliale, ce qui indique une
contribution du systeme EGF/EGFR a la
prolifération et a la différenciation urothéliales.
o . Histologie, Augmentation des collagénes a 3 mois dans le
Soler R Rats Lewis Irradiation au Fibrose muscle avec fibrose et surexpression du gene
(Soleretal. 2011 Dose unique de 20 Gy Cesium (environ 4 | 1,5 et 3 mois . . 'y -
2011) femelle Gy/min) Lésion vasculaire Histologie et TGF-B a 3 mois.

transcriptomie
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Diminution du nombre de vaisseaux sanguins a
1,5 et 3 mois préférentiellement dans le déme,
sans augmentation de I'expression du géne VEGF.

Augmentation de la fréquence urinaire avec

Small Animl Mictions . . diminution du volume par miction.
Al Cage métabolique
Zwaans B M Radiation
. Research Fibrose . . Augmentation de la fibrose.
M Souris femelle . . Histologie
(Zwaans et al 2016 C3H/HeN Dose unique de 20 Gy Plateforme 19 semaines ) S '
2016) ' (SARRP), 2 Urothelium Immunohistologie Diminution de l'expression d’Upk III, de I'E-
Gy/min 220 kV et - 0’04 cadhérine et de CD31, hyperplasie.
. Histologie
13 mA Inflammation
Augmentation des mastocytes.
Augmentation de la fréquence urinaire /
X-RAD 320 -~ incontinence 9 semaines apres irradiation.
- - Mictions
biological
Ikeda Y . . . irradiator 1,2,4,6¢et9 . Papier-filtre Whatman Diminution de la contractilité et de la compliance,
(Ikeda et al. 2018 Souris femelle Dose unlque,d_e 1_O,Gy, vessie (Precision X-Ray, et12 Contracthn dela Electromyogramme augmentation de la tension passive 9 semaines
C57BI/6 extériorisée - vessie . . TN
2018) North Branford, semaines Histologie apres irradiation.
CT), debit dose Fibrose
non donné Augmentation du dép6t de collagéne (modifie la
relaxation de la paroi).
Augmentation de la fréquence urinaire avec
diminution du volume par miction plus important
Small Animl . - chez C57BL/6.
Zwaans B M Radiation Mictions Cage métabolique
M Souris femelle Research Histoloaie Augmentation de la fibrose, densification des
(Zwaans et al 2020 C57BL/6, C3H Dose unique de 40 Gy Plateforme 12 mois Fibrose immunohisgt;olé ie collagénes chez C57BL/6 et BALBI/c,
2020) ' et BALB/c (SARRP), 2 4 augmentation des collagénes | et 111 que chez
Gy/min 220 kV et Vasculaire C57BL/6.
Photos
13 mA
Lésions avasculaires pales, hémorragies et
télangiectasies.
YXLON MG325
X ray, (YXLON Diminution proportionnelle de la capacité
International - ; PR
vésicale en fonction de la dose d'irradiation.
GmbH,
. Dose unique de 14 a 23 Gy (14, 17, 19 Hambourg, . P Augmentation de I'expression de p50 et p65 au
Kowaliuk . S she 77 Allemagne), 200 12 mois . - Cystométrie . . . . .

- Souris femelle 21, 23 Gy); Traitement & base de - Fréquence urinaire début de la phase de cystite radiologique (jour 1-
(Kowaliuk et 2020 C3H/Neu thalidomide (inhibiteur de la voie NF- kV,‘ 20mA, vessie (a_nalyse une Inflammation - - 30). En chronique diminution de I'expression de
al. 2020) a0,9cmdu fois par mois) Immunohistochimie ; N o N

«B) cham p65 avec un retour presque a la condition contrdle
e P (Iégerement supérieur). Expression continue de
dirradiation 50 en phase chronique & des niveaux identique a
1Gy/min & une P P la qhase aiqué 4
distance de 45,5 P gue.
cm
Krischak 2021 Souris femelle | Dose unique de 23 Gy. Traitementa | YXLON MG325 12 mois Urothélium Immunohistochimie Augmentation de I'E-cadhérine et de la B-caténine
(Krischak et C3H/Neu base de thalidomide (inhibiteur de la Xray, (YXLON (analyse une en phase précoce, puis diminution a la fin de la
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phase précoce pour la B-caténine seulement (30

al. 2021) voie NF-kB) International fois par mois)
GmbH, jours). Augmentation en phase chronique de I'E-
Hambourg, cadhérine avec un plateau a 240 jours avec
Allemagne), 200 relocalisation dans le cytoplasme. Augmentation
kV, 20mA, vessie de la B-caténine a partir de 180 jours avec un
a0,9cmdu plateau a 240 jours. En phase précoce la
champ thalidomide augmente plus rapidement
d’irradiation I'expression de I'E-cadhérine et de la B-caténine
1Gy/min & une pour arriver au méme plateau que les irradiés, En
distance de 45,5 phase chronique une augmentation de I'expression
cm de I'E-cadhérine avec expression plus forte sur la
paroi cellulaire, peu de différence pour la -
caténine.
. Des coupes latérales de la partie centrale de la
Small Animl f . A L .
Al vessie, puis une décellularisation est effectuées.
Radiation P .
Zwaans B M Research L'irradiation induit une augmentation de la
M Souris femelle . . Elasticité de la matrice Test mécanique de rigidité de la MEC a 6 mois post-irradiation
2022 Dose unique de 40 Gy Plateforme 3 et 6 mois - - N . S
(Zwaans et al. C57BL/6 (SARRP), 2 extra cellulaire résistance (tendance a 3 mois). Diminution du volume par
2022) . i miction et augmentation de la fréquence urinaire
Gy/min 220 kV et N . . Lo : |
13 mA a partir de 3 mois (non significatif) et s'accentue a

6 mois (significatif).

72




Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Etat de I’art — Partie C
La cystite radique

C.4 La cystite interstitielle et hémorragique : Deux cystites aux
mécanismes similaires a la CRC : Potentielle explication sur le

fonctionnement de la CRC

La cystite interstitielle est une maladie idiopathique a caractére inflammatoire
chronique affectant la vessie (tableau 7) dont 1"'étiologie exacte est inconnue. L'apparition des
symptomes et le diagnostic de CI est variable et peut aller de un mois a 30 ans, avec une
moyenne d'environ 5 ans (Alagiri et al. 1997; Driscoll and Teichman 2001; Ito et al. 2007;
Koziol et al. 1993; Marcu et al. 2018; Peters et al. 2011). La cystite hémorragique est due a
une grande variété d'étiologies, notamment la chimiothérapie ou d'autres médicaments, la
radiothérapie, les infections bactériennes/virales/fongiques/parasitaires, les toxines, les
maladies systémiques et les transplantations d'organes. Pour ces deux pathologies, les
principaux symptémes sont la douleur, la pollakiurie diurne et nocturne et les urgences

urinaires.

Tableau 7 : Principales caractéristiques de chaque cystite

Cystite hémorragique

Pathologies Cystite interstitielle (pas une forme distincte de cystite) Cystite radique chronique
Radiothérapie, chimiothérapie
(cyclophosphamide et ifosfamide),
Causes

Maladie idiopathique infections (bactériennes, virales, Irradiation pelvienne
fongiques et parasitaires), médicaments,
toxines, transplantation d'organes

Douleur, Pollakiurie diurne et nocturne, Urgence urinaire

Signes . . . . . .
Dysurie, Incontinence, hématurie (microscopique a macroscopique

grave avec caillots)

Dyspareunie

Symptomes Troubles digestifs Forme grave : obstruction urinaire et insuffisance rénale aigué

Examen cytobactériologique, physique ou biopsie

Examen urodynamique
Cystomanométrie
Journal mictionnel Ultrasons
Questionnaires

Diagnostique

Médicaments (pentosan polysulfate de sodium, anti-inflammatoire, analgésique ...), injection de toxine botulique A,
oxygénothérapie hyperbare, chirurgie.

Cystoscopie avec hydrodistension
o Cystoscopie avec fulguration,
Therapie comportementale Instillation intra-vésicale (alun et formol), Evacuation des caillots.

Traitements Neuromodulation

Instillation intra-vésicale
Instillation intra-vésicale (DMSO, sulfate (DMSO, sulfate de
de chondroitine et acide hyaluronique) chondroitine et acide
hyaluronique)
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C.4.1 Les atteintes de I’urothélium

Au cours de la cystite interstitielle, la muqueuse vésicale subit des modifications telles
gu'un amincissement, ainsi qu'une dégradation partielle de la couche de GAG. Ces
modifications altérent la perméabilité, permettant aux solutés urinaires tels que le potassium
de s'infiltrer dans la paroi vésicale (Parsons et al. 2005). Une augmentation de la
concentration d'/ATP ou une diminution du NO peut altérer la fonction de contraction de la
vessie (Patnaik et al. 2017). Ces altérations entrainent une augmentation de I'expression du
facteur antiprolifératif (APF) et de I'apoptose cellulaire (Homma et al. 2016). Les fonctions de
I'APF sont de réguler l'expression de certaines cytokines. L'APF inhibe la prolifération
cellulaire et empéche la réparation de la muqueuse vésicale endommagée (Keay et al. 1999).
Ces fonctions contribuent a l'augmentation de la perméabilité. L’APF peut également
diminuer la formation de jonctions serrées dans les cellules urothéliales (Zhang et al. 2005).
Plusieurs études ont montré que les patients atteints de Cl ont une muqueuse vésicale réduite
ou endommagée (Elbadawi and Light 1996; Hurst et al. 2015; Keay et al. 2014; Lai et al.
2013; Tomaszewski et al. 2001), ainsi qu'une expression réduite des protéines de jonction

serrée comme la zona occludens 1 et la E-cadhérine (Liu et al. 2012).

Dans la CH, un dysfonctionnement de la muqueuse veésicale est observe, cependant le
mécanisme est différent. Pendant la chimiothérapie, une partie de la cyclophosphamide ou de
I'ifosfamide est métabolisée dans le foie en acroléine, qui est ensuite excrétée par le rein et
stockée dans la vessie jusqu'a la miction (Lee et al. 2014). Ce métabolite est connu pour étre
I'agent causal de I'HC induite par la CP (Cox 1979). L'acroléine provoque des dommages qui

se manifestent par un cedéme sous-épithelial et une ulcération.

Les mécanismes en commun avec la CRC sont I’hyperplasie, 1'érosion urothéliale et
I'cedéme cellulaire. Tous alterent 1'imperméabilité de 1'urothélium et permettent a l'urine de
s'infiltrer dans le tissu. Dans la CI ces atteintes liberent du NO et de I’ATP, induisant de

I’ APF. Ces mémes facteurs devrait étre sécrétées dans la CRC.

74



Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Etat de I’art — Partie C
La cystite radique

C.4.2 L’inflammation et la neuroinflammation

Dans la CI, L'urothélium endommagé déclenche la production de cytokines et de
chimiokines inflammatoires tel le facteur des cellules souches (SCF), IL-8, IL-1p, IL-6, TNF-
a, NGF et CCL2 (Homma et al. 2016; Jiang et al. 2013; Wang et al. 2017b). Les télocytes
sont des acteurs actifs et interviennent précocement dans I'inflammation. Les télocytes et les
myofibroblastes produisent des cytokines et d'autres molécules capables de recruter des
cellules immunitaires (Albulescu et al. 2015; Cretoiu et al. 2012; Manole et al. 2011).

L'urothélium endommagé provoque une infiltration d'urine et notamment de potassium
qui entraine la dépolarisation des cellules nerveuses et musculaires et l'activation des
mastocytes (Parsons et al. 2001). Au cours de ce processus, la libération de
neurotransmetteurs par l'urothélium, tels que I'adénosine triphosphate (ATP), I'acétylcholine
et I'oxyde nitrique (NO), induit une communication défectueuse entre la muqueuse, la couche
musculaire et le systéme neuronal afférent. Le SCF stimule la prolifération et I'activation des
mastocytes (Sant et al. 2007). Cette libération de médiateurs peut expliquer les symptémes
douloureux de la CI (Peeker et al. 2000; Theoharides et al. 2001). La tryptase peut provoquer
une fuite microvasculaire et réactiver les mastocytes (He and Walls 1997), entrainant des
lésions urothéliales supplémentaires, une inflammation chronique et des douleurs
(Vanderwinden et al. 2002). L'inflammation induit un cedéme, générant une augmentation de
volume dans la lamina propria, en particulier dans I'ULP (Gevaert et al. 2011; Gevaert et al.
2015). Ces altérations influenceraient la sensibilité aux modifications de volume et la capacité
de réponse aux molécules libérées par les terminaisons nerveuses et par l'urothélium.
Cependant, I'epaississement de I'ULP est hetérogéne, principalement dans la partie inférieure
de I'ULP (Gevaert et al. 2015; Traini et al. 2018; Vannucchi and Traini 2018) et des foyers
d'hypersensibilité peuvent alterner avec des foyers d'hyposensibilité, compromettant
I'intégration correcte des stimuli associés (Fry and Vahabi 2016). L'augmentation de
I'épaisseur de I'ULP oblige le réseau de mailles a s‘élargir et pourrait entrainer une
augmentation de la distance entre les cellules et les terminaisons nerveuses. L'inflammation
chronique est associée a des taux élevés de CRP sérique et a des symptdmes du bas appareil
urinaire (Chung et al. 2011).
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La CH induite par 1’acroléine provoque une augmentation des médiateurs pro-
inflammatoires (Dantas et al. 2010), de la Cyclooxygénase-2 (COX-2) et des espéces
réactives d'azote (NOS pour Nitric Oxide Synthases) dans I'urothélium (Hu et al. 2003b).
L'acroléine provoque chronologiquement la production de ROS dans I'épithélium de la vessie
(Korkmaz et al. 2007) et induis iINOS, ce qui entraine une surproduction de NO. La toxicité
du NO résulte de la formation de RNS (Virag et al. 2003). La conséquence de la
surproduction de ROS et de RNS au cours de l'inflammation est un stress oxydatif, un
dommage cellulaire et une mort cellulaire (apoptose/nécrose) (Abo-Salem 2013). NF-«xB et la
protéine activatrice 1 (AP-1) sont alors induits (Korkmaz et al. 2007). Leur activation induit
I'expression de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B), l'induction d'iNOS et augmente
la production de ROS. Ces cytokines provoquent une infiltration de neutrophiles au niveau du
site inflammatoire, ce qui peut potentialiser I'inflammation (Dornelas-Filho et al. 2018).

Parmi les mécanismes en commun on retrouve une augmentation du nombre de
mastocytes et de I’expression de NF-kB ainsi que des cedémes.

Les mécanismes étudiés dans la Cl permettent de poser des hypotheses de
mécanismes pour la CRC. Les 1ésions de I'urothélium et I’infiltration de 1’urée et potassium
pourraient induire les cytokines SCF (pouvant favoriser I’hyperplasie), IL-8, IL-1p, IL-6,
TNF-a, CCL2. Les mastocytes produiraient du NGF induisant une neuroinflammation et de la
tryptase induisant une augmentation de la perméabilité vasculaire et des microhémorragies.
Ces microhémorragies induiraient la production de cytokines pro-inflammatoire par
I’endothélium favorisant le recrutement de nouveaux mastocytes. Dans la CH des ROS et
RNS sont produit induisant une augmentation d’iNOS, de NO et d’AP-1. Dans la CRC aucun
des articles trouvés étudies les ROS. Cependant, les irradiations sont connues pour produire
des ROS. Si une augmentation des ROS dans la CRC est validée alors il est possible qu’une
augmentation d’iNOS, de NO et d’AP-1 soit possible comme dans la CH. Les télocytes
pourraient aussi jouer un role essentiel dans 1’inflammation et la neuroinflammation. Ceux-Ci,
comme dans la CI, pourrait produire des cytokines et favoriser les atteintes neurales
conduisant a des incontinences et des spasmes. De plus, cette action pourrait étre renforcee

par I’altération du réseau télocyte/myofibroblaste/neurone visible dans la CI.
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C.4.3 La réponse vasculaire

Au cours de la Cl, le VEGF est fortement concentré dans la vessie. Il provoque une
vasodilatation et wune angiogenése immature qui pourrait étre responsable de
I'nypervascularisation et des glomérulations (Oscarsson et al. 2019). Les glomérulations sont
associees a une surexpression de HIF-1a (Patnaik et al. 2017). L'expression de I'IL-16, de
I'IL-18, du facteur de croissance [ des cellules souches (SCGFB pour Stem Cell Growth
Factor), de la chimiokine attirant les cellules T cutanées (CTACK pour CC chemokine,
cutaneous T cell-attracting chemokine), du ligand induisant I'apoptose liée au facteur de
nécrose tumorale (TRAIL pour Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand),
de la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1), de la protéine 3 de chimiotactisme des
monocytes (MCP-3) et de la molécule d'adhésion des cellules vasculaires 1 (VCAM-1)
augmente significativement dans la paroi de la vessie des patients atteints de CI (Corcoran et
al. 2013).

Dans le cas d'une cystite hémorragique, une concentration élevée de VEGF a été
soulignée, ainsi qu'une régulation positive significative de I'expression du géne ICAM-1
(Sherif et al. 2016). De plus, des niveaux accrus de MCP-1 et de VCAM ont été observés dans

un modeéle de cystite aigué induite par la cyclophosphamide chez les rats (Auge et al. 2013).

La réponse vasculaire est un facteur central commun a ces trois pathologies, mais le
mécanisme sous-jacent semble différent. Dans ces trois pathologies, I’augmentation d’ICAM-
1 est observée ainsi qu’une vasodilatation (associé a des télangiectasies dans la CRC). VEGF
et HIF-1a sont des acteurs majeurs de I’angiogenése retrouvés dans la CI, mais ceux-ci n’ont
pas été étudiés dans la CRC. Une des hypothéses pour la CRC serait la production de VEGF
pour favorisant les télangiectasies accompagnées d’une augmentation de HIF-1a qui pourrait
aussi diminuer les ROS. L’augmentation des mastocytes observé dans les 3 pathologies
pourrait, dans la CRC, conduire a la production de tryptase et de PGP-2 (p-GlycoProtein
related) favorisant la vasodilatation et la perméabilité vasculaire comme c’est le cas dans la CI

et la CH.
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C.4.4 La fibrose

La fibrose a été bien décrite dans la Cl, mais pas dans la CH. Nous détaillerons donc

ci-dessous la fibrose dans la ClI.

Les changements profibrotiques progressifs dans la vessie sont médiés par la sécrétion
de TGF-B1 qui induisent la transdifférenciation des fibroblastes en myofibroblastes médiant
un dépdt excessif de la matrice extracellulaire (collagene I et 111, fibronectine) dans la lamina
propria et le muscle lisse (Tyagi et al. 2018). Ces changements sont associés a la régulation
positive des genes du collagéne | et 1l (Shen et al. 2016), de la fibronectine (Choi et al.
2018), du TGF-B1 (Tyagi et al. 2009; Wang et al. 2017b), de YKL-40 (Bouchelouche and
Nordling 2003; Hanno and Sant 2001; Persu et al. 2010) et a la régulation négative de Sonic
haedgeHog (Shh), génes de la famille WNT (Choi et al. 2018). YKL-40 (également connu
sous le nom de CHL3L1 pour chitinase-3-like protein 1) est exprimé dans les granules des
mastocytes du détrusor et les macrophages sous-muqueux, amplifiant la fibrose
(Bouchelouche and Nordling 2003; Hanno and Sant 2001; Persu et al. 2010). En outre, les
télocytes exprimant a la fois PDGFRa et a-SMA sont significativement augmentées, ce qui
suggere un changement vers un phénotype myofibroblastique (Cretoiu D 2019; Faussone-
Pellegrini and Gherghiceanu 2016). Ce changement pourrait contribuer a la production de la
matrice extracellulaire renforgant alors la fibrose. La fibrose et I'inflammation (avec cedéme)
contribuent a cet élargissement des mailles du réseau, ce qui favorise les spasmes et
I'incontinence en raison d'une communication perturbée entre les télocytes et les fibres

nerveuses.

De nombreux mécanismes de la fibrose sont en commun avec la CRC.
L’augmentation de TGF- est un acteur majeur de la réponse pro-fibrotique en induisant les
myofibroblastes. Ceux-ci n’ont pas été étudiés dans la CRC, mais il s’agit d’un mécanisme
tres connu dans d’autres fibroses et la CRC devrait suivre ce méme schéma, ce qui est
conforté par I’augmentation de la production de collagene I et III dans la CI et la CRC. Une
accumulation de la MEC est visible conduisant a une fibrose. La fibrose rigidifie le tissu et
provoque des contractions plus difficiles induisant des dommages aux vaisseaux sanguins qui

sont fragilisés, renforcant les hématuries.
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Pour aller plus loin dans les mécanismes potentiels de la CRC, la production d’YKL-
40 par les mastocytes renforcerait le phénomene de fibrose comme observé dans la Cl. Dans
la ClI, la production de la substance P (induit par mastocytes et la libération de NGF) induit
une neuroinflammation importante pouvant renforcer les phénomenes de spasme et participer
indirectement a la fibrose. Dans la CRC I’augmentation des mastocytes devrait également
libérer du NGF et suractivé les fibres nerveuses libérant ainsi de la substance P et induire la
méme cascade d’événement. Les télocytes participent a la régulation des contractions, ce qui
pourrait contribuer a I'incontinence et aux spasmes. Les spasmes favorisent la rupture des
vaisseaux entrainant d'abord une hématurie microscopique puis une hématurie macroscopique
favorisant I'inflammation et la fibrose puis les lésions vasculaires.

Les mécanismes de la CRC, Cl et CH sont résumes dans le tableau 8 et les interactions
sont schématisées dans la figure 14 et les hypothéses de mécanisme de la CRC dans la figure
15.
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Tableau 8 : Tableau synthétisant les données principales sur chaque étude en fonction des mécanismes

Etat de ’art — Partie C
La cystite radique

Cystite hémorragique
(n’est pas une forme distincte de cystite)

Meécanismes Cystite interstitielle

Cystite radique chronique

Dégradation de la couche de GAG

Altération de la perméabilité provoquant une infiltration de
potassium urinaire conduisant a I'activation des mastocytes et a

la dépolarisation des fibres nerveuses et musculaires Dégradation de l'urothélium,
Atteintes de Altération du rapport ATP / NO cedeme sous-épithélial et ulcération

Diminution de I'expression de
l'uroplakine I1I et de I'E-
cadhérine conduisant a une
diminution de l'imperméabilité

Hyperplasie, atrophie et/ou

l'urothélium o o o . s
Expression anormale de I'APF inhibant la prolifération cellulaire Altération de la perméabilite érosion de ['urothélium.
et la formation des jonctions serrées et empéchant la réparation (Edeéme cellulaire
de l'urothélium. (principalement dans les cellules
Apoptose cellulaire basales)
Production d'IL-1f3, IL-6, TNF-a
Production de SCF, IL-8 et CCL2 par l'urothélium. Augmentation de la COX-2 au niveau
Prolifération et activation des mastocytes stimulées par le SCF. de l'urothélium
Dégranulation des mastocytes libérant de I'histamine, de ITL-6, ~ Stress oxydatif, dommages cellulaires
de I'lL-8, des prostaglandines, du VEGF, du NGF et des et apoptose/nécrose dus a la ,
tryptases surproduction de ROS et de RNS. Augmentation du nombre de
Inflammation ' mastocytes dans les tissus

Induction de NF-xB et AP-1 dans les
cellules résidentes de la vessie en
raison de la production de ROS, IL-1f3
et TNF-a

Fuite microvasculaire et activation des tryptases des
mastocytes.

Vasodilatation et angiogenese immatures causées par le VEGF.
Couverture insuffisante des péricytes entrainant des vaisseaux

hémorragiques et une hypoxie. Induction d’'iNOS entrainant une

surproduction de NO et une

Surexpression de HIF-1a production de ROS causée par NF-«xB

Aucune étude sur les
mécanismes moléculaires
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Augmentation de I'expression d’IL-16, IL-18, SCGFp, CTACK, et AP-1

TRAIL, ICAM-1, MCP-3 et VCAM-1 dans la paroi de la vessie. Recrutement de neutrophiles

Libération de la substance P (SP) par les fibres C, entrainant une
vasodilatation et une dégranulation des mastocytes.

Régulation Augmentation de la prolifération des fibres nerveuses causée Pas de donnée Pas de donnée
neuronale par le NGF.
Surexpression de ' ARNm du récepteur de la SP.
Forte concentration de VEGF
Surexpression d'ICAM1, VCAM1
Vasodilatation et angiogenése immature Hypervascularisation . . .
Vasculaire Télangiectasies
Glomérulati
omertiations Surexpression de MCP-1 Fuite d'albumine
Surexpression de HIF-1a, IL-16, IL-18, SCGF3,CTACK, TRAIL, . , .
Micro et macro-hématurie
MCP-3
Augmentation de 'expression du TGF-31
Dépdt excessif d'ECM dans la lamina propria (sous-muqueuse) et les muscles lisses.
Régulation positive du collagene I et 111,
Formation de myofibroblastes
Fibrose Régulation positive de la fibronectine

Régulation négative de WNT11
Production d"YKL-40 entrainant une accumulation de la MEC.

Diminution de la capacité contractile de la vessie et
raidissement de la vessie
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des principales atteintes dans la cystite interstitielle (Cl), dans la cystite hémorragique et dans la cystite radique

chronique. En bleu sont représentés les mécanismes communs entre les 3 pathologies.
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Figure 15 : Schéma représentant les mécanismes spécifiques a la CRC (en noir), communs
avec la cystite interstitielle et/ou la cystite hémorragique (en bleu) et les mécanismes

potentiels en se basant sur la Cl et la CH (en rouge)
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D.1 : Généralites.

Les cellules souches contribuent au développement des organes et & leur homéostasie.
La division asymétrique permet a la fois le maintien d’un pool de cellules souches grace a
I’auto-renouvellement et la production de cellules filles qui se différencieront pour assurer
I’homéostasie de 1’organe (figure 16). Les tissus sont classés en tissu a renouvellement rapide,

tels que I’épithélium intestinal et ceux a renouvellement lent, tel que I’épithélium vésical.

Division Asymétrique f{

(cellule souche) / > o | /

Différentiation _ _m ’ C T G
>- - = -
Division symétrique
(autre cellule)
prolifération

Figure 16 : Représentation de la division asymétrique des cellules souches comparée aux

autres types cellulaires

Les cellules souches sont classées en cellules totipotentes, pluripotentes, multipotentes

et unipotentes (figure 17).

Les cellules totipotentes sont les premiéres cellules de 1’ovocyte avant 1’étape de
blastomere (jusqu’a j4). Elles sont capables de se différencier en tous les types cellulaires de

I’organisme et peuvent redonner un organisme entier avec le placenta.

Les cellules pluripotentes sont les cellules de la masse interne du blastocyste avant la
phase de gastrulation (j5-6 a j14). Ces cellules peuvent se différencier en cellules des trois
feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme) et peuvent donner tous les

types cellulaires de 1’organisme, mais ne peuvent pas donner les annexes embryonnaires.

Les cellules souches multipotentes sont présentes chez I’embryon et chez I’adulte.
Elles ont un potentiel de différenciation plus réduit que les cellules souches pluripotentes. Les

cellules souches multipotentes ont la capacité de se différencier en tous les types de cellules
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au sein d’une lignée. Par exemple, les cellules souches hématopoiétiques peuvent se
différencier en toutes les cellules de la lignée sanguine, mais elles ne peuvent pas se

differencier naturellement en cellules nerveuses (Smith 2006).

Les cellules unipotentes : Ce sont des cellules qui ne sont capables de donner qu’un
seul type cellulaire. Par exemple, les cellules souches basales de 1’urothélium ne peuvent

donner que des cellules intermédiaires.
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[ Cellules souches multipotentes J [Cellules SouchesJ{Cellules souches]

Lignée spécifiqgue

Intestin sang Epiderme Neurone

Cellules souches totipotentes: Ce
sont les premieres cellules avant la
formation du blastocyste. Chaque
cellules est capable de reformer un
embryon complet avec le placenta

Cellules souches pluripotentes: Ce sont les cellules
de la masse interne du blastocyste. Elles sont
capables de se différencier en cellules des feuillets
embryonnaires et peuvent former n'importent quelle
cellules de l'organisme mais pas un organisme entier

Cellules souches multipotentes: Les cellules souches
multipotentes ont la capacité de s'auto-renouveler et de
se différencier en tous les types de cellules au sein d'une
lignée particuliere. Par exemple les cellules souches
hématopoiétiques peuvent se différencier en toutes les
cellules de la lignée sanguine, mais pas en neurones

multipotentes

Unipotentes

Cellules souches
basales de l'urotheliu

Cellules souches unipotentes: Elles
ont la capacité de se diviser en un seul
et unique type de cellules {comme les
cellules basales de I'urothélium)

Figure 17 : Représentation de 1’évolution des différentes cellules souches dans 1I’organisme en fonction du temps et leurs devenirs

Travail inspiré de Michéle Dehoky pour science et avenir : les 4 types de cellules souches ; publié le 08/10/2012
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D.2 : Les différents types de cellules souches

D.2.1 Les cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires sont obtenues a partir du stade blastocyste de
I’embryon. Elles présentent une capacité d’auto-renouvellement théoriquement infinie in vitro
et peuvent se différencier en I’ensemble des cellules de 1’organisme adulte. L’isolement de
ces cellules nécessite la destruction de I’embryon et pose donc des questions éthiques
identiques a celles soulevées par I’'IVG (Interruption Volontaire de Grossesse), (Thomson et
al. 1998).

D.2.2 Les cellules induites a la pluripotence iPSc

Les iPSc (induced Pluripotent Stem cells) sont obtenues a partir de cellules
différenciées qui ont été reprogrammées en cellules pluripotentes a 1’aide de 4 facteurs de
transcription tel Oct3/4 (Octamer-binding transcription factor 3 et 4), Sox2 ((Sex determining
region Y)-box 2), KIf4 (Kruppel-like factor 4) et c-Myc (v-Myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog) (Takahashi and Yamanaka 2006). Ces cellules possédent des
caractéristiques analogues aux cellules souches embryonnaires. Les iPSc sont une alternative

a I’utilisation des cellules souches embryonnaires.

D.2.3 Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont présentes dans un grand nombre
de tissus (Macrin et al. 2017). L’étude de Friedenstein et al., de 1966, est la premiére a décrire
ces cellules dans la fraction stromale de la moelle osseuse. Les CSM sont capables de former
des os hétérotopiques et un microenvironnement médullaire aprés transplantation chez la
souris (Friedenstein et al. 1966), ainsi que de former des colonies de fibroblastes (Friedenstein
et al. 1987). Elles furent baptisées « cellules souches mésenchymateuses » par 1’équipe de
Caplan et al., (Caplan 1991). Elles sont responsables de la formation de 1’os et du cartilage
ainsi que de la réparation et du renouvellement tissulaire durant le développement

embryonnaire et a 1’dge adulte. Le terme « cellules souches mesenchymateuses » est
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actuellement remplacé par le terme "cellules stromales mésenchymateuses™ (Caplan 2017; de
Windt et al. 2017).

D.2.4 Intérét de I’utilisation des CSM en clinique

Les CSM présentent un faible taux de HLA (Human Leucocyte Antigen) de type | et
une absence de HLA de type Il (Klyushnenkova et al. 2005; Wang et al. 2019), leurs
conférents une faible immunogénicités, les rendant particulierement intéressantes pour les
greffes. Ces caractéristiques permettent I’établissement de banques de CSM bien caractérisé

et diminue les risque de rejet (Li et al. 2021a).

Les CSM ont la capacité de migrer aux sites lésés (Chapel et al. 2003) dans les jours
suivant I’injection et d’y demeurer jusqu’a plusieurs semaines. Lorsque I’injection des CSM
est locale, les CSM restent plus longtemps dans le tissu (Garcia-Bernal et al. 2021), par
exemple dans la vessie, les CSM peuvent demeurer jusqu’a un mois apres injection locale

dans un modele préclinique (Ryu et al. 2018).

D.3 : Origine et caractérisation des CSM

De nombreuses sources de CSM sont retrouvées dans 1’organisme. Les plus fréquentes
sont les CSM issues de la moelle osseuse, les CSM issues du cordon ombilical (également du
placenta et de la membrane amniotique), les CSM issues du tissu adipeux (adCSM). D’autres
sources moins fréquentes existent comme la pulpe dentaire, les CSM dérivées de 1’urine ou
encore de la membrane synoviale (figure 18), (Macrin et al. 2017; Pavathuparambil Abdul
Manaph et al. 2018). Des cellules similaires ont été retrouvées dans presque tous les tissus de
I’organisme (muscle, tendon, ligament parodontal, périoste, cerveau, poumon, ou encore la

peau).
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Figure 18 : Sources principales des CSM

Les CSM ont de multiples fonctions dans 1’organisme. Elles participent au maintien de
I’homéostasie et participent a la régénération des tissus en cas de Iésions (figure 19), (Han et
al. 2019).

L’International Society for Cellular Therapy (ISCT) a défini des criteres minimaux
permettant de caractériser les CSM, figure 19 (Dominici et al. 2006).
Adhérence a la surface de culture en plastique non traité, sous des conditions standards de
culture.

e Positifa I’expression de CD105, CD73 et CD90

e Négatif a CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 et HLA-DR (Human
Leukocyte Antigen — antigen D Related)

e Différenciation en ostéoblastes, adipocytes ou chondrocytes in vitro.
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Figure 19 : Caractérisation des cellules souches

D.4 : Utilisation des CSM en thérapie cellulaire

D.4.1 Essais cliniques

Les essais cliniques peuvent étre divisés en 5 catégories : Les phases 1 se concentrent
sur les effets indésirables les plus fréquents et les plus graves du médicament ainsi que sa
biodistribution et son élimination chez des patients sains, il s’agit donc de 1’étude de la
toxicité du médicament. Les phases 2 recueillent des données préliminaires sur l'efficacité
d'un médicament pour un nombre restreint de patients. Les phases 3 permettent de recueillir
plus d'informations sur la sécurité et I'efficacité d'un médicament en étudiant différentes
populations et différents dosages. Ces études impliquent généralement un plus grand nombre
de participants. Enfin les essais cliniques de phase 4 qui ont lieu apres la commercialisation
du produit. 1ls comprennent les études requises apres la mise sur le marché et les études
d'engagement qui sont exigées ou acceptées par le promoteur de I'étude. Ces essais permettent
de recueillir des informations supplémentaires sur la sécurité, I'efficacité ou I'utilisation
optimale d'un médicament.
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Dans le cadre des CSM, sur les 1079 essais cliniques, 27 sont de phase 1 précoce, 639 de phase
1, 567 de phase 2, 62 de phase 3 et 4 de phase 4 ainsi que 105 sans phase définie (y compris les essais
de dispositifs ou d'interventions comportementales), (figure 20). Bien qu’il y ait un grand nombre

d’essais cliniques sur les CSM, la majorité des études sont de phase 1 (clinicaltrials.gov).
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Figure 20 : Nombre d’essais cliniques en fonctions des phases des études

Les essais cliniques portent principalement sur des maladies inflammatoires, sur
I’immunomodulation, la régénération vasculaire et la fibrose. Les CSM sont utilisées dans
plus de 900 pathologies différentes. Les plus fréquentes sont les maladies de l'appareil
locomoteur (172 essais), du systeme nerveux central (140 essais), de I'appareil respiratoire
(134 essais), du systeme immunitaire (133 essais), pulmonaire (130 essais), les rhumatismes
(119 essais), les maladies du collagéne (119 essais), les plaies et blessures (116 essais),
I’arthrite (116 essais), les maladies articulaires (114) et les maladies vasculaires (109),

(clinicaltrials.gov).

D.4.2 Pathologies de la vessie

Douze études cliniques concernent les pathologies de la vessie, dont la majorité porte
sur I’incontinence urinaire. Parmi les 12 essais cliniques, 3 sont des essais compassionnels,

quatre sont de phase 1, trois sont de phase 1 et 2, 1 de phase 2 et 1 de phase 3.

92



Brossard clément — These de doctorat — 2022 Etat de I’art — Partie D
Application clinique des cellules souches mésenchymateuses dans le traitement des cystites

Deux voies d’injection sont possibles ; les injections en intraveineuse ou dans la paroi
de la vessie. Les injections des CSM dans la paroi de la vessie sont toutes réalisées pour
traiter des incontinences urinaires. Ces pathologies sont souvent dues a des troubles
neurologiques. De ce fait, la vessie est peu dégradée et I’injection des CSM a un faible risque
de séquelles. Pour les autres études, elles sont réalisées sur des vessies fibrosées, lors des CH
ou des CI. Ces pathologies affectent grandement la vessie, la rendant plus fragile a une
intervention chirurgicale. Une injection dans la paroi de la vessie représente un risque
important de séquelles et une injection intraveineuse est privilégiée. Pour 1’injection en
intraveineuse, la quantité de CSM injectée est trés variable, allant de 1.5 a 100 millions de
CSM/kg. Par contre, pour I’injection dans la paroi de la vessie I’ensemble des essais cliniques

semblent s’accorder sur une dose de 20 millions de CSM injectées (au totale).

Les 9 références identifiées en 2022 sur clinicaltrials.gov, sont des essais cliniques de
phase 1 et/ou 2 ; il s’agit majoritairement d’étude sur la toxicité des CSM. L’origine des CSM
la plus fréquente est le tissu adipeux et la moelle osseuse. Parmi les 3 essais compassionnels,
2 utilisent des CSM originaires de la moelle osseuse et une des CSM dérivées du placenta.
Les essais cliniques de Ringden et al., et Arosson-Kuttila et al., concernent le traitement par
CSM des cystites hémorragiques consécutives a une transplantation de la moelle osseuse
(Aronsson-Kurttila et al. 2018; Ringden et al. 2007). Pour Voswinkel et al. il s’agit du
traitement de patients surirradiés lors de 1’accident d’Epinal et présentant des cystites et
rectites radiques chroniques de grade 3 (Voswinkel et al. 2013). Les essais cliniques se
concentrent majoritairement sur la toxicité des CSM, la fonctionnalité de la vessie
(incontinence, spasmes, urgence...), les hématuries, la douleur et la qualit¢ de vie des
patients. Il s’agit principalement d’étudier I’efficacité des CSM sur les paramétres qui sont les
plus relevants pour les patients (tableau 9). L’efficacité des CSM est étudiée a moyen, long-
terme avec des études allant d’un suivi post-injection de 1 mois jusqu’a plus de 4 ans (avec
une médiane de 12 mois). Parmi 1’ensemble de ce corpus, seules 5 études ont des résultats

publiés, que nous détaillerons ci-dessous.
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Tableau 9 : Liste des essais clinique avec les principaux critéres d’étude des effets des CSM sur la vessie.

ND= pas de donnée (no data), Cl =Cystite Interstitielle, CH= Cystite Hémorragique

Etat de I’art — Partie D
Application clinique des cellules souches mésenchymateuses dans le traitement des cystites

. - . . Toxicité s . iy
Référence Pgthol_qgle Nom*?re de  Origine des Quantite I\,/I_et.hod_es T?mps du Quah_te Douleur Hématurie Fonctlonna_llte Inflammation ~ Donnée
étudiée participants CSMs de CSM d’injection  d’études traitement de vie de la vessie
Fibrose de la Moelle 5 . .
NCT02866721 vessie 14 0sSeUse millions/kg Intraveineuse 28 jours X X ND
Fibrose de la _ Moelle 20 et 100 . .
NCT03058068 vessie 0 (retirée) 0SSeUSe millions/kg Intraveineuse 30 jours X X ND
. Moelle 0,7-2 . lanet4 (Ringden
Ringden 2007 CH 10 0Sseuse millions/kg Intraveineuse mois X et al. 2007)
Voswinkel Moelle 5 . - (Voswinkel
2013 CRC 4 0SSeuse millions/kg Intraveineuse 6 mois X X et al. 2013)
. 20-30 .
NCT02334878 Incor_mr!ence 50 Moelle million Paroi d_e la 12 mois X X ND
urinaire osseuse vessie
totale
NCT04446884 Incor_mr!ence 10 Adipeux 20 millions  Paroi d_e la 12 mois X X ND
urinaire totale vessie
NCT04426643 Incontinence 10 Adipeux 20 Millions Paroidela ., ;o X X ND
urinaire totale vessie
. - . (Garcia-
NCT01804153 Incontinence 10 Adipeux 40 Millions — Paroidela ., o X X Arranz et
urinaire totale vessie
al. 2020)
Incontinence . 20-40 Paroi de la . (Garcia-
NCT01799694 . 10 Adipeux millions - 12 mois Arranz et
urinaire vessie
totale al. 2020)
NCT04610359 cl 3 Embryonnaire 20 Millions  Paroidela ., o X X X ND
totale vessie
Cordon 100
NCTO05147779 (¢]] 20 - millions  Intraveineuse 4 ans X ND
ombilical
totale
ArONSSoN- 1,5(0,7- Jusqu’a (Aronsson-
Kurttila 2018 CH 11 Placenta 2,5) Intraveineuse 3 ans et X X Kurttila et
million/kg 7 mois al. 2018)
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Les études NCT01804153 et NCT01799694 sont de phase 1 et 2. Ces études portent
sur I’incontinence urinaire avec un traitement par des CSM d’origine adipeuse. L’étude est
réalisée chez 8 hommes et 10 femmes. Parmi les hommes, deux des huit patients n’ont re¢u
que la premiére injection de 20 x 10° de CSM et les six autres ont recu une deuxiéme
injection de 40 x 10° de CSM, 3 mois aprés. Toutes les femmes ont recu une unique dose de
40 x 10° de CSM. Trois hommes (37,5%) et cing femmes (50%) ont montré une amélioration
objective supérieure a 50% (P < 0,05) et une amélioration subjective de 70 a 80 % par rapport
a la ligne de base jusqu’a 5 ans aprés le traitement. Le taux de complications était inférieur a
10% et aucune intervention chirurgicale pour corriger I’incontinence urinaire résiduelle n’a

été réalisée (Garcia-Arranz et al. 2020).

L’étude de Ringden et al. de 2007, utilise les CSM pour le traitement de la Cystite
Hémorragique (CH) (grade 2 ou plus) chez des patients ayant bénéficié d’un traitement par
chimioradiothérapie et allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Dans cette étude, 10
patients ont été traités avec une dose médiane de 1 (plage de 0,7 & 2) x 10® CSM/kg d’origine
médullaire et injectée par voie intraveineuse. Deux patients ont di étre réinjectés, un avec
0,7x10% CSM/kg aprés 155 jours a cause d’une rechute des hématuries et I’autre patient a été
réinjecté avec 2x10° CSM/kg 1 mois aprés a cause de la maladie aigué du greffon contre
I’hote réfractaire. Chez cing patients, la cystite hémorragique sévere a disparu apres une durée
médiane de 3 (1-14) jours apres le traitement par CSM. Chez deux patients, le traitement par
les CSM a permis une réduction des besoins transfusionnels, cependant ces patients sont
déceédés d’une défaillance multiviscérale. Chez un patient, la perforation de la vessie semblait

guérie. Dans cette étude, aucune toxicité des CSM n’a été relevée (Ringden et al. 2007).

L’étude de Voswinkel et al., de 2013 utilise les CSM d’origine médullaire pour le
traitement de la CRC pour des patients surirradiés lors de cancer de la prostate. Quatre
patients ont été traités avec une médiane de 5 (plage de 0,8 & 5) x 10® CSM/kg. L’injection de
CSM a entrainé la disparition des douleurs et des saignements chez les patients aprés 10 a 15
jours ainsi qu’une augmentation de la qualité de vie jusqu’a 6 mois apres le traitement (fin de
1’étude). Un patient a di étre réinjecté (0,82x10% CSM) 6 mois aprés la premiére dose & cause
de douleurs qui sont réapparues. Un effet a long terme dans 1’inhibition de 1’inflammation
chronique ainsi que 1’arrét de la fistulisation ont été observés chez un patient (Voswinkel et al.
2013).

95



Brossard clément — These de doctorat — 2022 Etat de I’art — Partie D
Application clinique des cellules souches mésenchymateuses dans le traitement des cystites

L’étude d’Aronsson-Kurttila et al. de 2017, utilise les CSM issues du placenta pour le
traitement de la cystite hémorragique (grade 3 ou 4) chez des patients ayant recu une greffe de
cellules souches hématopoiétiques. Onze patients ont été traités avec une dose médiane de 1,5
(plage 0,7-2,5) x 10° CSM/Kkg. Trois patients ont di recevoir des doses supplémentaires de
CSM (1, 2 et 4 doses de CSM entre 0,7 et 1,7 x 10%/kg). Chez 5 patients, les hémorragies ont
disparu dans les 5 jours et la douleur dans les 9 jours suivant le traitement par les CSM. De
plus, 9 des 11 patients étaient en vie un an apreés le traitement. Aucune toxicité des CSM n’a

été observée chez aucun des patients (Aronsson-Kurttila et al. 2018).

L’utilisation des CSM pour les syndromes vésicaux reste récente, mais les premiéres
études montrent un effet thérapeutique sur les hématuries, la qualité de vie des patients et la
fonctionnalité de la vessie. Ces données sont en accord avec les observations précliniques qui
ont démontré une amélioration de la fonctionnalité de la vessie. Les injections de CSM étaient
faites a dose unique majoritairement et seuls quelques patients ont recu une deuxiéme
injection de CSM suggérant une action efficace et a long terme des CSM dés la premiere
injection. L’origine des CSM semble avoir peu d’impact sur leur efficacité, mais sans étude
supplémentaire ou comparative, cette question reste en suspens. Les prochaines études
cliniques devraient apporter une confirmation des résultats observés. Elles permettront de
déterminer si la source des CSM a une action différente comme observée en préclinique. Pour
terminer, les études cliniques pourront ou non confirmer si I’injection des CSM localement est
une technique sans effet secondaire pour la paroi viscérale et si ce mode d’injection est plus

efficace que par voie intraveineuse (tableau 10).
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Tableau 10 : Liste des essais précliniques avec les principaux critéres d’étude des effets des CSM sur la vessie
. Pathologie R Originedes  Quantité Méthodes Temps . . Fonctionnalité Stress - - Lésion de - - - :
Référence ctudice Modele CSMs de CSM d’injection & études Douleur Hématurie de la vessie Apoptose oxydatif Hypoxie Autophagie Iurothélium Inflammation Vasculaire Fibrose Neurologie
Chen . 1,2 .
2014 Cl Rat Adipeux million Intraveineuse 72h X X X X
Li 2017 Cl Rat Urine milliizon Intraveineuse 5 jours X X X X X
Xiao Cl Rat Moelle 02 Intrapéritonéale 4 semaines X X X X
2017 0sseuse million
Kim2016  Cl Rat Cordon L Paroi de la 7 jours X X X X
ombilical million vessie
song cl Rat Cordon 1 Paroidela 4 comaine X X X X X
2015 ombilical million vessie
Ryu 2018 Cl Rat  Embryonnaire r'r?ivllli-c}n Intraveineuse 4 semaines X X X X X
. 0,1-1 Paroi de la .
Lee 2018 Cl Rat  Embryonnaire million vessie 1 semaine X X X X X
. Embryonnaire : 1 se:maine ®
Kim cl Rat et moelle O_,l_-l Paroi d_e la mois pour !a, X X X X X
22017 million vessie fonctionnalité
0sseuse -
de la vessie
Furuta . 1 Paroi de la .
2018 Cl Rat Adipeux million vessie 4 jours X X X
. - 1 Paroi de la :
Kim 2020 Cl Rat Adipeux million vessie 14 jours X X X X
Adipeux,
urine, moelle .
Chung Cl Rat osseuse, .1. Paroi d.e la 14 jours X X X X
2019 P million vessie
liquide
amniotique
Xuefeng Cl Rat Adipeux .1. Paroi d_e la 12 semaines X X X X
million vessie
Xu 2021 Cl Rat CorQQn .l. Intraveineuse 1 semaine X X X
ombilical million
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D.5 Mécanismes d’action des CSM

Les CSM sécrétent des facteurs paracrines, dont des cytokines, des chimiokines, des
facteurs de croissance et des miARN (micro Acide RiboNucléique). Ces facteurs jouent un
role dans I’immunomodulation (Luz-Crawford et al. 2016; Melief et al. 2013), la régénération
des tissus (Tang et al. 2011; Wang et al. 2012), I’anti-fibrose (Hu et al. 2019; Liu et al. 2018),
I’anti-apoptose (Faezi et al. 2018) et I’angiogeneése (Kwon et al. 2014).

Les CSM réduisent le stress oxydatif, I’apoptose et ’hypoxie. Les CSM réduisent le
stress oxydatif en produisant diverses molécules comme SOD-1 et 2, CAT (Catalase), GPx
(Glutathione Peroxidase), SIRT (Sirtuine), GSH et Nrf2 (Gorbunov et al. 2013; Valle-Prieto
and Conget 2010; Xia et al. 2021). Les CSM agissent également sur 1’apoptose en produisant
du VEGF, HGF (Hepatocyte Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), IGF-1,
Stanniocalcine-1, TGF-p, FGF-2 (Fibroblast Growth Factor), GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor), (Block et al. 2009; Rehman et al. 2004; Togel et al.
2007; Wu et al. 2013). Ces protéines vont activer différentes voies métaboliques comme
mTOR (mammalian target of rapamycin)/AKT, PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/AKT et
ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases)/GATA4 qui vont diminuer 1’expression des
protéines pro-apoptotiques Bax et de la caspase 9 (par I’action de Bcl-xL (B-cell lymphoma-
extra Large)) et activer les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl2 (Huang et al. 2007;
Kitta et al. 2003; Liu 1999; Okada et al. 2019; Wang et al. 2020). Les CSM peuvent aussi
diminuer ’hypoxie en produisant HIF1 ainsi que SOD et Nrf2, voir figure 21 (Bernard et al.
2018; Ejtehadifar et al. 2015; Li et al. 2017a; Palomaki et al. 2013).

Les CSM agissent également sur I’inflammation. Sur des environnements pro-
inflammatoires, les CSM pourront sécréter des facteurs anti-inflammatoires comme PGE-2
(ProstaGlandine E-2), TGF-f, HGF, mpCCL2 (mp : MMP-processed), IDO ((Indoleamine-
pyrrole 2,3-DiOxygenase), INOS, HLA-G5, LIF (Leukemia inhibitory factor), IL-6, IL-7, IL-
8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15) (Di Nicola et al. 2002; Gieseke et al. 2013; Kim et al. 2005;
Meisel et al. 2004; Nasef et al. 2007; Nemeth et al. 2009; Simovic Markovic et al. 2017;
Sotiropoulou et al. 2006). Le recrutement des cellules immunitaires est diminué par 1’action

des CSM sur la diminution de 1’expression des TLR (Linard et al. 2013). Les CSM participent
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a la réduction du recrutement des cellules immunitaires en exprimant du PGE-2, de 1’IDO, du
HGF, du TSG-6 ou encore du TGF-B (Prockop 2016; Yang et al. 2021). Les CSM inhibent la
fonction des lymphocytes B et T en bloquant leur cycle en phase GO/G1, inhibant ainsi la
production d’immunoglobulines (IgA, IgG et IgM) et la différenciation des lymphocytes B
(Le Blanc and Davies 2015). Les CSM induisent le changement de polarité des lymphocytes
T et des macrophages vers un état régulateur, c’est-a-dire le passage phénotypique de Thl et
M1 pro-inflammatoire en Th2 et M2 anti-inflammatoire (Corcione et al. 2006; Keating 2008;
Prockop 2013). Cet effet semble en partie induit par la production par les CSM de TSG-6, une
cytokine anti-inflammatoire. Enfin, la diminution de 1’expression des cytokines TNF-a, IFN-
v, IL-1B et IL-10 par les CSM est é¢galement observée dans d’autres pathologies comme la
maladie de Crohn’s (Chinnadurai et al. 2015; Sotiropoulou et al. 2006), voir la figure 21.

Les CSM agissent également sur la fibrose en réduisant le nombre de cellules Th17
d’une maniere dépendante de I’IDO ainsi qu’en diminuant I’expression du collagéne de type I
(Milosavljevic et al. 2018). De plus, les CSM produisent différents facteurs anti-fibrosants
comme IL-1Ra, FGF-2, HGF et TSG-6 (Tumor necrosis factor Stimulated Gene-6). Dans les
cellules traitées par les CSM, les niveaux de HGF, KGF (Keratinocyte Growth Factor) et
BMP-7 (Bone Morphogenetic Protein 7) sont augmentés tandis que les niveaux de TGF-B1 et
de TNF-a sont diminués (Choi et al. 2011; Suga et al. 2009).

Les CSM favorisent aussi la régénération et la prolifération tissulaire en sécrétant
différents facteurs comme SCF (Stem Cell Factor), LIF, IL-6, M-CSF (Macrophage Colony-
Stimulating Factor), SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor 1 aussi appelé CXCL12) ou
angiopoiétine-1 (Haynesworth et al. 1996; Majumdar et al. 1998; Ohab et al. 2006; Sugiyama
et al. 2006). Elles favorisent aussi 1’angiogenése en produisant du FGF-2, VEGF, PIGF
(Placental Growth Factor), MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1 = CCL2), IL-6
(Hung et al. 2007; Kinnaird et al. 2004; Sorrell et al. 2009).

Les CSM possédent également un effet trophique permettant de recruter différentes
cellules immunitaires ainsi que des cellules endogenes du tissu notamment grace a MCP-1,
MIP-1o. (Macrophage Inflammatory Protein-lo = CCL3), MIP-18 (CCL4), RANTES
(Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted = CCL5), MCP-3 (CCLY7),
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MIP-3 a (CCL20), éotaxine-3, factalkine, CXCL5, CXCL11, CXCL1, IL-8, CXCL10, SDF-1
(Honczarenko et al. 2006; Ji et al. 2004; Sordi et al. 2005).

L’ensemble de ces actions induit par les CSM augmente la régénération du tissu grace
a une diminution de ’apoptose, de 1’hypoxie, du stress oxydatif, de I’inflammation et de la
fibrose et une augmentation de I’angiogencse et de la prolifération des cellules souches

endogénes.

En conclusion de cette partie, les CSM agissent sur un ensemble de lésions et visent a

retrouver un état d’homéostasie (figure 21). Les CSM permettent de :

e Diminuer I’apoptose et I’hypoxie

e D’induire une meilleure régénération des tissus en stimulant le compartiment des
cellules souches

e De réduire I’inflammation en inhibant les cellules pro-inflammatoires et en activant les
cellules anti-inflammatoires

e De participer a la neuro-protection

e D’activer une néo-vascularisation et diminuer les lésions vasculaires

e D’inhiber la fibrose
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Figure 21 : Ensemble des effets des CSM sur 1’apoptose, 1’inflammation, la régénération, la

vascularisation et la fibrose.

D.6 Mécanismes d’action des CSM dans les cystites

Les études sur les effets des traitements par les CSM sur les cystites sont peu
documentées. La majorité des recherches se focalise sur la cystite interstitielle a des temps
précoces. L’extrapolation des résultats a des temps tardifs est difficile. Cependant, les
mécanismes de la phase aigué et de la phase chronique semblent similaires, permettant
d’ouvrir des pistes de réflexion quant aux traitements des effets des CSM sur les effets

chroniques. De plus, la diversité des sources des cellules souches utilisées, les doses de cellule
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utilisées ainsi que la méthode d’injection rendent I’efficacité des CSM plus complexe a

analyser.

Les mécanismes de la phase aigué et chronique sont similaires pour I’inflammation, la
neuroinflammation et la fibrose. La différence majeure réside au niveau de 1’'urothélium. La
phase aigué prend fin lorsque I’urothélium redevient transitoirement fonctionnel. En
revanche, durant la phase chronique, la régénération de 1’urothélium semble imparfaite. Au
niveau fonctionnel, la diminution des jonctions serrées et des uroplakines altere
I’imperméabilité de I’urothélium. Les 1ésions vasculaires semblent similaires pour la phase
aigué et la phase tardive. Ces lésions peuvent renforcer, voire induire la CRC. La similitude
entre ces mécanismes permet, en partie, d’extrapoler les effets aigus du traitement par les

CSM sur les effets chroniques pour la CRC.

D.6.1 Apoptose, stress oxydatif et hypoxie dans la vessie

L’irradiation induit des ROS de fagon directe et indirecte dans le tissu, augmentant le
stress oxydatif. L’augmentation des ROS dans la vessie est induite par I’instillation de
différentes solutions irritantes comme la cyclophosphamide ou la kétamine dans la Cl (Jeelani
et al. 2017; Liu et al. 2015). Cette augmentation des ROS peut conduire a une apoptose des
cellules de I’urothélium qui est visible dans la CI et dans la CRC (Kim et al. 2016b; Kim et al.
2017; Zwaans et al. 2021). De plus, dans la CRC I’apoptose peut avoir pour origine les effets
directs des irradiations sur I’ADN (Harms-Ringdahl et al. 1996).

Apreés injection des CSM, une diminution des cellules en apoptose dans la paroi de la
vessie a €té mise en évidence essentiellement au niveau de I’urothélium une semaine apres
traitement (Kim et al. 2016b; Kim et al. 2017; Lee et al. 2018; Li et al. 2017b). Cette
diminution est proportionnelle a la quantité de CSM injectées. La dose de 1 million de CSM
permet d’inhiber la CI (Lee et al. 2018). La diminution de 1’apoptose par les CSM serait en
partie médiée par une diminution de I’expression du gene Card10 (Caspase Recruitment
Domain Family Member), (Kim et al. 2016b). Ce géne a un r6le important dans le
recrutement des caspases et de Bcl10 activant la voie NF-kB et I’induction de ’apoptose

(Wang et al. 2001). Cette diminution de Card10 est accompagnee par une diminution des
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protéines Bax et des caspases qui sont pro apoptotiques et 1’augmentation de la protéine Bcl2

qui est anti-apoptotique (Li et al. 2017b).

Apreés traitement par les CSM, une diminution de 1’oxydation des protéines oxydées
est observée (Chen et al. 2014). Les protéines Nox (NADPH oxydase) 1, 2 et 4 sont
diminuées et les protéines NQO-1 (NAD(P)H déshydrogénase quinone 1) et HO-1 (Héme
Oxygeénase-1) sont augmentées (Chen et al. 2014; Li et al. 2017b).

Les protéines Nox sont connues pour la production de ROS et leur diminution va dans
le sens d’une diminution globale du stress oxydatif (Bedard and Krause 2007). De plus, la
protéine NQO-1 est une quinone réductase. Elle est antioxydante et favorise donc la
diminution du stress oxydatif (Ross and Siegel 2017). Une hypoxie peut induire une
augmentation du stress oxydatif dans les tissus (Luo et al. 2020). Plusieurs molécules
permettent de diminuer cette hypoxie comme I’HIF-1a ou encore ’OH-1 (Hu et al. 2003a;
Pachori et al. 2007). Bien que I’HIF-1a soit un acteur majeur de la réponse a 1’hypoxie, I’effet
des CSM sur celui-ci n’a pas été étudié dans le cadre des cystites. Cependant une
augmentation de OH-1 apres traitement par les CSM a été observée (Li et al. 2017b). Cette
augmentation serait en faveur d’un role anti-hypoxique des CSM. L’OH-1 a egalement des
effets antioxydants, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et immunomodulateurs dans les
cellules vasculaires. Elle permet d’inhiber les cytokines pro-inflammatoires comme IL-6, IL-
1B, TNFa, CCL2 et induisant les cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 (Araujo et al.
2012).

En résumé, D’action des CSM sur le stress oxydatif et sur I’apoptose permettrait
d’avoir un effet protecteur sur I’ensemble de la vessie et majoritairement au niveau de

I’urothélium (figure 22).
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Figure 22: Effet des CSM sur I’apoptose, le stress oxydatif et I’hypoxie. En rouge, sont
représentées les molécules surexprimées par le traitement par les CSM pour les cystites. En
vert, est représenté les molécules sous exprimé par le traitement par les CSM pour les cystites.
En bleu, sont représentées les molécules dont 1’expression ne change pas suite au traitement
par les CSM pour les cystites. En Noir, sont représentés les mécanismes induits par les CSM,

mais non étudiés pour les cystites.

D.6.2 Urothélium

Les CSM ont un réle important dans le maintien et dans la régénération de
I’'urothélium. En phase aigué, la Cl et la cystite radique induisent une dénudation de
I’urothélium et en phase chronique la CRC peut conduire a une hyperplasie. Les CSM
agissent sur plusieurs voies de signalisation de régénération de I’urothélium. Une des voies de
signalisation majoritaires est la voie Shh (Sonic hedgehog). Shh est la principale voie de
signalisation dans le maintien du pool des cellules souches basales et de leur prolifération
(Wang et al. 2017a). Dans la CI, I’expression de Shh est diminuée, mais le traitement par les
CSM a permis le maintien de son expression au méme niveau que dans les tissus sains (Song
et al. 2015). De plus, I’expression des genes de la voie de signalisation de Shh est augmentee

apres traitement par les CSM. Ainsi ’expression des génes Ptc-1 (Protein patched homolog)
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et Smo (Smoothened) ont été augmentés induisant une sur-expression de Gli-1 qui est un
facteur de transcription induisant différents genes de prolifération des cellules souches (Song
et al. 2015; Wang et al. 2017a). D’autres voies de signalisation comme I’EGF ou la voie Wnt
rentrent en jeu dans la prolifération des cellules souches et la régénération de 1’urothélium.
L’augmentation de I’expression d’EGF apres traitement par les CSM induit une cascade de
signalisation par la voie PI3K/mTOR, qui a son tour va induire Gli-1 (Song et al. 2015). Les
CSM vont également agir sur la voie Wnt. En effet, ’équipe de Song a montré une
augmentation de 1’expression des génes Wnt2b, Wnt5a, Wnt8a, Wnt8b, Wntl0a, Wntl1 et
une diminution de Wnt4. L’augmentation de la voie Wnt induit la p-caténine qui est un
facteur de transcription activant de nombreux génes du cycle cellulaire et du maintien du pool
des cellules souches. De plus Wnt agit également sur Gli-1. Enfin, une autre voie de
signalisation peut agir sur la régénération de 1’urothélium dans le cadre des cystites, il s’agit
de la voie IGF. Aprés traitement par les CSM, il y a une augmentation de 1’expression des
genes IGF 1 et 2 (Kim et al. 2017). L’augmentation d’IGF va également activer la voie f-

caténine et la voie PI3BK/MAPK induisant la prolifération cellulaire au niveau de 1’urothélium.

En conclusion, I’ensemble de la littérature montre une régénération compléte de
I’urothélium avec une diminution des cedémes, de la dénudation et une régénération de la
lamina propria et de la membrane basale (Chen et al. 2014; Chung et al. 2019; Kim et al.
2017; Lee et al. 2018; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017). Cette régénération
de I'urothélium est accompagnée d’une augmentation des protéines ZO-1 et de I’uroplakine
I qui participe a l’augmentation de I’imperméabilité urothéliale. De plus cette
imperméabilité urothéliale est renforcée par la régénération de la couche des
glycosaminoglycanes (Chen et al. 2014; Chung et al. 2019; Kim et al. 2020). Les CSM
participent a la régénération de I’urothélium en induisant la prolifération des cellules souches
basales de 1’urothélium. Cette prolifération passe par les voies Shh, EGF, IGF et Wnt qui
semblent toutes activer la protéine Gli-1 qui est un facteur de transcription important dans la
prolifération et le maintien des cellules souches en activant les genes Ptc-1, Myc, SOX2,
NANOG ou encore Bcl2 (figure 23).

Les CSM peuvent aussi agir par d’autres voies de signalisation. Elles peuvent induire
la prolifération des cellules souches par la production de Sox9, HGF, PGE-2 et TSG-6 et
participer a la régénération de 1’urothélium (Guillamat-Prats 2021; Semont et al. 2013). En
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plus des facteurs produits par les CSM, celles-ci peuvent directement se différencier en
cellules épithéliales par 1’induction d’IGF, EGF, KGF et HGF (Herzog et al. 2003; Paunescu
et al. 2007; Zhang et al. 2021). Ces différentes actions des CSM permettent d’induire une
meilleure régénération de I'urothélium et ainsi diminuer 1’émission de facteur pro

inflammatoire, figure 23.
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Figure 23 : Effet des CSM sur la régénération de 1’urothélium.

En rouge, sont représentées les molécules surexprimeées par le traitement par les CSM pour les
cystites. En vert, sont représentées les molécules sous exprimées par le traitement par les
CSM pour les cystites. En bleu, sont représentées les molécules dont I’expression ne change
pas suite au traitement par les CSM pour les cystites. En Noir, sont représentés les

mécanismes induits par les CSM, mais non étudiés pour les cystites.
D.6.3 Compartiment vasculaire

Une des cibles de D’irradiation est I’endothélium. L’irradiation peut induire une
apoptose, de la sénescence, du stress oxydatif et une activation des cellules endothéliales. Ces
différents mécanismes vont participer a 1’augmentation de la perméabilité vasculaire, au
recrutement des cellules inflammatoires ainsi qu’a I’activation du systéme de coagulation
(Guipaud et al. 2018). Les atteintes de I’endothélium irradié vont induire la thromboxane et le
VWEF (Von Willebrand factor) et inhiber la prostacycline, la thrombomoduline et 1’ADPase.
Ces changements vont favoriser I’adhésion des plaquettes a 1’endothélium favorisant les

caillots sanguins et entrainant la production de cytokines par I’endothélium. Ces différents
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mécanismes contribuent a la progression des Iésions tissulaires radio-induites. Dans le cadre
des cystites, les 1ésions sont renforcées par 1’activation des mastocytes qui contribuent a la
perméabilité vasculaire et aux recrutements des cellules immunitaires. Plus particulierement
pour la CRC, des atteintes vasculaires des hématuries et des télangiectasies (Pascoe et al.
2019) ont été mises en évidence ; cependant les mécanismes sous-jacents ont été peu étudiés.
Les mastocytes qui vont produire différentes protéines comme NGF et Cox2 entrainant la
production de PGE2 favorisant la permeéabilité vasculaire. Cette permeabilité facilite le
recrutement de cellules immunitaires. Lorsque cette perméabilité devient excessive, elle peut
entrainer des micro-hémorragies puis des macro-hémorragies (Aronsson-Kurttila et al. 2018;
Jaal and Dorr 2006a; Ringden et al. 2007). Le traitement par les CSM induit une diminution
de Cox2 dans les CI (Chen et al. 2014) diminuant la perméabilité vasculaire et donc diminue
les hématuries. Les essais cliniques de traitement par les CSM chez les patients atteints de
cystite hémorragique confirment le réle des CSM sur la vascularisation, car elles permettent
de diminuer ou de stopper les hématuries a long terme chez ces patients (Aronsson-Kurttila et
al. 2018; Ringden et al. 2007).

De plus, les études du traitement par les CSM des Cl ont montré une diminution de
I’expression des génes NGF, PDGF et VEGFa (Song et al. 2015). NGF et PDGF sont des
effecteurs du VEGF. NGF active la voie PI3K/AKT qui induit la production de VEGFa.
PDGF active la voie de signalisation JAK (Just Another Kinase)/STAT (Signal Transducers
and Activators of Transcription) puis p38/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) qui a
son tour active la production des VEGF. La diminution de I’expression de NGF et de PDGF
apres traitement par les CSM pourrait participer a la diminution de 1’expression de VEGFa.
Les travaux de chen et al. de 2014 confirment que I’effet du traitement par les CSM diminue
I’expression de VEGFa (Chen et al. 2014; Xiao et al. 2017). VEGFa active les voies de
signalisation PLCy (Phospholipase C)/MAPK et PI3BK/AKT. La voie PLCY/MAPK induit la
vasodilatation. La voie PI3BK/AKT induit la survie et la migration des cellules endothéliales.
Par conséquent, le traitement par les CSM devrait diminuer la survie et la migration des
cellules endothéliales. Ce qui est contradictoire avec les résultats de Chung et al., de Qiu et
al., et de Kim et al. qui montrent une augmentation de la vascularisation dans la CI et la
cystite radique avec un nombre plus important de cellules endothéliales (CD31 positive) dans
la sous muqueuse (Chung et al. 2019; Kim et al. 2020; Qiu et al. 2016) bien que I’expression
de VEGFa soit diminuée conformément aux autres études. Cette contradiction entre la
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diminution de I’expression du VEGFa et I’augmentation de 1’angiogenése apres traitement par
les CSM n’est pas justifiée par les auteurs. La comparaison de 1’origine tissulaire des CSM
montre que les CSM dérivées de 1’urine et de la moelle osseuse induisent une augmentation
plus importante des cellules CD31 que les CSM provenant du tissu adipeux ou du liquide

amniotique (Chung et al. 2019).

Pour conclure, I’action des CSM au niveau vasculaire est démontrée dans les atteintes
de la vessie. Le traitement par les CSM diminue la sécrétion de Cox2 par les mastocytes
permettant de restaurer la perméabilité vasculaire, ce qui est cohérent avec la diminution des
hématuries observée chez les patients traités par CSM. En revanche, le traitement par les
CSM diminue I’expression de NGF et du PDGF qui a leur tour diminue I’expression du
VEGFa et devrait donc diminuer I’angiogenése. Ces résultats sont contradictoires avec

I’angiogenese visible apres le traitement par les CSM pour les cystites.

L’augmentation de I’angiogenése n’est pas expliquée par les marqueurs étudiés dans
les cystites. Cependant, d’autres études démontrent que les CSM sécrétent du vWF, Angl et
2, du Tie-2 (tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology domains) et du bFGF
qui participe a 1’angiogenése, pouvant expliquer le paradoxe observé dans les cystites (Gu et
al. 2017; Huang and Li 2008). La diminution des hématuries dans la cystite est expliquée par
la diminution de Cox-2. D’autres études font également part de 1’action des CSM dans les
thromboses en transformant I’AMP en adénosine par I’action de CD73. L’adénosine permet
de réduire le recrutement des plaquettes diminuant ainsi les thromboses et donc les hématuries
(Hashi et al. 2007; Netsch et al. 2018), voir figure 24.
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Figure 24: Effet des CSM sur le compartiment vasculaire.
En rouge, sont représentées les molécules surexprimées par le traitement par les CSM pour les
cystites. En vert, est représenté les molécules sous exprimé par le traitement par les CSM pour
les cystites. En bleu, sont représentées les molécules dont I’expression ne change pas suite au

traitement par les CSM pour les cystites. En noir, sont représentés les mécanismes induits par

les CSM, mais non étudiés pour les cystites.

D.6.4 L’inflammation

L’inflammation est un acteur important des cystites. Elle participe a I’induction de
nombreux processus physiologiques comme la fibrose, les lésions vasculaires et la neuro-
inflammation. Lorsque 1’urothélium est lésé, différentes molécules vont pénétrer dans le tissu
comme |’urée ou le potassium favorisant I’inflammation et activant la production de cytokines
pro-inflammatoires. L’activation de I’inflammation est renforcée par la production de

cytokines provenant des cellules endothéliales 1ésées. Pour la cystite radique, 1’irradiation
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induit ’augmentation de 1’expression des molécules d’adhésion et la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires induisant le recrutement et I’activation des cellules immunitaires. Les
neutrophiles sont les premiéres cellules inflammatoires recrutées, suivis des lymphocytes et
des monocytes, en particulier grace aux signaux produits par les neutrophiles (Abreu et al.
2005). L’interaction des monocytes avec les lymphocytes entraine la différenciation des
monocytes en macrophages, puis leur polarisation en macrophages pro-inflammatoires (M1)
(Atri et al. 2018).

Aprés traitement par les CSM, une réduction du nombre de mastocytes, de
macrophages, de monocytes et de lymphocytes T est observée dans les cystites. La diminution
de P’infiltration des mastocytes est dépendant de la quantité de CSM injectée (Chen et al.
2014; Chung et al. 2019; Furuta et al. 2018; Kim et al. 2016b; Kim et al. 2016a; Kim et al.
2020; Lee et al. 2018; Li et al. 2017b; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017).
Cette diminution est médiée par les TLR 2, 4, 5 et 11 (Chung et al. 2019; Kim et al. 2020). Le
traitement par les CSM pour la CI diminue la production des cytokines pro-inflammatoires
TNFa, CCL5, CXCL10, CCL2, INFy, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12 et induit une
augmentation des cytokines anti-inflammatoires IL-17 et IL-10 (Chen et al. 2014; Kim et al.
2016b; Kim et al. 2016a; Lee et al. 2018; Li et al. 2017b; Xiao et al. 2017).

En conclusion, le traitement par les CSM permet une réduction de I’inflammation en
diminuant le nombre de cellules immunitaires pro-inflammatoires présentes dans le tissu. 1l en
résulte une diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires, ainsi qu’une
activation de 1’expression de cytokines anti-inflammatoires. De plus, une inhibition de
certaines voies de signalisation comme NF-kB est observée. La réduction globale des facteurs
agissant sur I’inflammation contribuerait a limiter les lésions vésicales ainsi que la fibrose lors

des cystites (figure 25).
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Figure 25 : Effet des CSM sur I’inflammation.

En rouge, sont représentées les molécules surexprimées par le traitement par les CSM pour les
cystites. En vert, sont représentées les molécules sous exprimées par le traitement par les
CSM pour les cystites. En bleu, sont représentées les molécules dont I’expression ne change
pas suite au traitement par les CSM pour les cystites. En noir, sont représentés les

mécanismes induits par les CSM, mais non étudiés pour les cystites.

D.6.5 Neuroinflammation

La neuroinflammation contribue aux douleurs wvesicales et a la perte de
neurorégulation induisant des incontinences chez les patients. Dans la CI, Ila
neuroinflammation est principalement due aux mastocytes qui forment des clusters autour des
fibres nerveuses et produisent du NGF (Theoharides et al. 1995). Le NGF agit sur les fibres
nerveuses en se fixant sur les récepteurs Trka (Tropomyosin receptor kinase A) et p75. Trka

peut jouer sur trois voies de signalisation. La voie NF-xB qui va induire la survie, la voie INK
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(c-Jun N-terminal Kinases) qui va induire 1’apoptose et la voie AKT/MAPK qui va induire la

prolifération. Le récepteur p75 va agir sur I’apoptose par la voie Jnk/cJun.

En plus du NGF, les chimiokines CCL2, 5 et CXCL1 vont se fixer sur le récepteur
GPCR (G Protein-Coupled Receptors), tandis que les cytokines IL-1p et TNFa vont se fixer
sur des récepteurs des cytokines. Ces deux récepteurs sont présents a la surface des neurones

et vont induire de la neuro-inflammation (Ji et al. 2014).

La neuro-inflammation induit une hypersensibilisation et une hyperactivation des
fibres nerveuses conduisant a une sensibilité a la douleur accrue ainsi qu’a des spasmes (Ji et
al. 2014). L hypersensibilité des neurones, et principalement des neurones afférents, induit la
production de la substance P, un polypeptide neuro-modulateur et neurotransmetteur. Elle
participe a la transmission des signaux nociceptifs (Zieglgansberger 2019). De plus, la
substance P est un vasodilatateur (Newby et al. 1999). Ce peptide participe aussi a I’activation

et au recrutement des mastocytes.

Dans la Cl, une diminution des mastocytes dans le tissu et plus particulierement autour
des fibres nerveuses est observée. De plus, I’expression de NGF diminue aprés traitement par

les CSM favorisant la diminution de la neuro-inflammation (Kim et al. 2017).

Une diminution du nombre de neurofilaments dans le tissu est également observée
aprés traitement par les CSM, limitant ainsi les effets de la neuro-inflammation (Song et al.
2015). Une diminution de la production de substance P ainsi que la douleur chez les rats ont
été observées apres le traitement par les CSM (Chen et al. 2014; Kim et al. 2020). Une autre
voie peut également jouer, il s’agit d’IGF. Celui-ci & un role sur les neurones en participant a
la prolifération (MEK/ERK), a la croissance des axones (PI3BK/mTOR) et a la survie des
neurones (PI3K/ AKT). Or ’IGF est augmenté, ce qui peut participer a la neuro-protection
(Kim et al. 2017; Song et al. 2015).

En conclusion, la diminution de la neuro-inflammation induite par le traitement par

CSM résulte de la réduction de I’infiltration des cellules pro-inflammatoire, de la répression
du NGF ainsi que des cytokines et de la diminution du nombre des neurofilaments. L’effet
observé est une diminution des contractions involontaires. La diminution de la neuro-
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inflammation réduit 1’hyperactivation des neurones limitant 1’apparition des spasmes, les
incontinences et de la douleur (Furuta et al. 2018; Kim et al. 2016b; Kim et al. 2016a; Lee et
al. 2018; Li et al. 2017b; Qiu et al. 2016; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017).
D’autres études relévent 1’action neuro-protectrice des CSM par la production de
VEGF, GNDF, BNDF et par la galectine-1 principalement dans les maladies neuro-

dégénératives (Baez-Jurado et al. 2019), voir figure 26.
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Figure 26 : Effet des CSM sur la neuroinflammation.

En rouge, sont représentées les molécules surexprimees par le traitement par les CSM pour les
cystites. En vert, sont représentées les molécules sous exprimées par le traitement par les
CSM pour les cystites. En bleu, sont représentées les molécules dont I’expression ne change
pas suite au traitement par les CSM pour les cystites. En noir, sont représentés les

mécanismes induits par les CSM, mais non etudiés pour les cystites.
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D.6.6 Fibrose

Dans la Cl et la CRC, aprés traitement par les CSM, il y a une diminution globale de la
fibrose avec une augmentation du ratio muscle/MEC et une diminution des fibres de
collagénes accompagnés d’une diminution du nombre de cellules TGFB2 et Smad 1 et 2
positifs (Kim et al. 2016a; Kim et al. 2017; Kim et al. 2020; Ko et al. 2016; Lee et al. 2018;
Ryu et al. 2018; Song et al. 2015). La diminution des collagénes a été reliée a la diminution
de I’expression des TGFP 1, 2 et 3 des SMAD et des Snail ainsi que du CTGF. De plus, le
remodelage semble diminuer avec la baisse de MMP9 (Chen et al. 2014). La régression de la
fibrose permet a la vessie de retrouver une « souplesse » normale diminuant ainsi la pression
maximale (Kim et al. 2016b; Li et al. 2017b; Ryu et al. 2018; Xiao et al. 2017).

Les résultats observés dans les cystites sont cohérents avec la littérature. La
diminution de la fibrose est une des actions majeures du traitement par les CSM et elle est
observée dans de nombreux autres modéles comme la fibrose pulmonaire ou la rectite radique
(Li et al. 2021b; Usunier et al. 2021). L’action des CSM sur la fibrose est renforcée par la

diminution de I’'inflammation chronique.

L’action des CSM sur la fibrose est principalement induite par les facteurs HGF et
TSG-6. HGF va inhiber la production de TGF-B et par I’inhibition de SMAD 2 et 3 (par
TGFI). Ces deux voies d’action vont inhiber la transition fibroblaste en myofibroblaste et
donc la fibrose. HGF inhibe également la transition épithélium et mésenchyme par 1’action de
SnoN participant de fait & la diminution de la fibrose (Dai and Liu 2004; Liu 2004; Mizuno et
al. 2005; Yang et al. 2003, 2005). TSG-6 inhibe directement les myofibroblastes et participe a
la diminution du remodelage de la matrice en inhibant les MMP par ’action de la plasmine
serine protéase. L ensemble de ces actions par les CSM diminue durablement la fibrose, voir

la figure 27.
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Figure 27 : Effet des CSM sur la fibrose.

En rouge, sont représentées les molécules surexprimées par le traitement par les CSM pour les
cystites. En vert, sont représentées les molécules sous exprimées par le traitement par les
CSM pour les cystites. En bleu, sont représentées les molécules dont I’expression ne change
pas suite au traitement par les CSM pour les cystites. En noir, sont représentés les

mécanismes induits par les CSM, mais non etudiés pour les cystites.

D.6.7 Conclusion

Ces CSM a

physiopathologiques. Les effets des CSM sont multi-ciblés et comprennent la réduction de

résultats suggérent la capacité des inhiber les processus

I’inflammation chronique par la diminution du recrutement des cellules immunitaires ainsi

que la diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires et 1’augmentation de

I’expression des cytokines anti-inflammatoires. Les CSM diminuent la neuroinflammation ce
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qui a pour conséquence de réduire les douleurs et les spasmes. En diminuant 1’ischémie du
tissu, les CSM permettent une régenération vasculaire. Par ces actions anti-fibrotiques, les
CSM induisent une augmentation des fibres musculaires, réduisant ainsi les incontinences. De
plus, les CSM diminuent 1’apoptose et favorisent la régénération de 1’urothélium permettant

une augmentation de I’imperméabilité des tissus.

D.7 Identification des mécanismes et effecteurs permettant ’action

des CSM sur la CRC

Bien que les voies d’action des CSM n’aient pas été décrites dans la CRC, les
nombreuses données de la littérature sur la Cl et les autres pathologies radio-induites,
suggerent une action globale des CSM, en agissant sur de multiples compartiments dont
I’urothélium, le réseau vasculaire, 1’inflammation et la neuro-inflammation. En nous basant
sur les mécanismes communs aux différentes cystites, nous pouvons émettre un certain
nombre d’hypotheses afin d’étudier les modes d’action des CSM sur les mécanismes de
progression de la CRC. Les principaux mécanismes mis en jeu sont la protection de
I’urothélium et de la vascularisation en accord avec les résultats sur les autres types de

cystites (figure 28 a la fin de la partie D.7).

La régénération de I’urothélium passerait par la voie paracrine avec 1’émission des
facteurs tels HGF, EGF, IGF, Wnt et Shh. La production de ces facteurs induit I’expression de
gene lié a la prolifération des cellules souches (Myc, Nanog ou Sox2) favorisant une
régénération de I’urothélium, de la lamina propria et de la lame basale. Cette régénération
induit une augmentation des jonctions serrees et des GAG permettant de régénérer un
urothélium fonctionnel. HGF, EGF, IGF, Wnt et Shh semblent les effecteurs principaux de la
régénération de I'urothélium. Un biomarqueur potentiel de cette régénération serait 1I’APF
(AntiProliferating Factor). L’APF est un sialoglycopeptide (avec une séquence d’acides
aminés identique au sixieme domaine transmembranaire de Frizzled-8, un récepteur du ligand
Whnt) qui inhibe la prolifération des cellules épithéliales. Celle-ci est augmentée dans 1’urine
des patients avec une CI (Chavda et al. 2017; Zwaans et al. 2018). Cette augmentation induit

des altérations dans la régénération de 1’urothélium et donc de 1’érosion. Cette protéine est un
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biomarqueur efficace dans la CI, mais n’a, a notre connaissance, jamais été décrite dans la
CRC. Dans la CRC d’autres biomarqueurs ont été mis en évidence dans les urines avec
I’augmentation de HGF (Zwaans et al. 2018). Les effets de ces CSM sur I’APF ne sont pas
connus & ce jour, mais il a été démontré que les CSM induisaient HGF et PIGF (Matsumoto
and Nakamura 1993; Park et al. 2014). L’étude de ces trois protéines dans les urines
permettrait d’identifier des biomarqueurs ainsi que de mieux comprendre les mécanismes

induits par les CSM dans la CRC.

L’action des CSM sur le compartiment vasculaire dans la CRC demeure partielle.
Mais les CSM induisent une diminution des hématuries. Dans la Cl, les CSM ont diminué
I’expression de différents effecteurs comme Cox 2 par I’action de PGE-2 (Chen et al. 2014)
ainsi que de NGF, PDGF et VEGFa (Song et al. 2015). Les CSM dans la CRC devraient agir
par des mécanismes similaires. L’induction de PGE-2 par les CSM devrait diminuer
I’expression de Cox-2 et donc diminuer I’imperméabilité vasculaire réduisant ainsi les
hématuries. Les CSM émettent d’autres effecteurs comme vWFn Angl/2 et Tie-2 qui peuvent
favoriser 1’angiogenése et diminuer les lésions vasculaires comme les télangiectasies (Ge et
al. 2018; Gu et al. 2017). L’étude de ces différents effecteurs permettrait d’améliorer la
compréhension des mécanismes d’action des CSM. De plus, dans la CRC, la concentration de
VEGF et de PIGF (placental growth factor) dans les urines augmente chez les patients la
premiere année avant de diminuer. Pour les patients présentant des hématuries, VEGF est
continuellement exprimé. HGF, PIGF et VEGF pourraient étre des biomarqueurs de
I’efficacité des CSM.

Les CSM ont également une action antioxydante. Les irradiations produisent des ROS,
si une augmentation des ROS dans la CRC existe alors il pourrait y avoir une augmentation
d’iNOS, de NO et d’AP-1 (protéine activatrice 1). Dans la CI, les CSM ont une action
antioxydante par 1I’induction d’effecteur comme d’OH-1 et NQO-1 (Chen et al. 2014; Li et al.
2017a). Dans d’autres pathologies radio-induites, les CSM permettent la production de SOD,
Nrf 2 et d’autres types protéines diminuant le stress oxydatif ce qui pourrait permettre de
limiter ce mécanisme, fortement li¢ a 1’inflammation et a 1’apoptose. D’autres effecteurs
comme HGF ou IGF peuvent induire une diminution de 1’apoptose en induisant Bcl2 et en
inhibant la caspase 9 (Huang et al. 2007; Kitta et al. 2003; Liu 1999; Okada et al. 2019; Wang
et al. 2020).
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Au niveau de I’inflammation, les CSM ont une fonction immuno-régulatrice qui peut
permettre de limiter la progression de la CRC a plusieurs niveaux. Les CSM induisent la
diminution du recrutement de cellules immunitaires principalement par la production
d’effecteurs comme PGE-2, IDO, TGF-, HGF, IL-10 et TSG-6 (Singer and Caplan 2011).
Dans la Cl il a principalement été démontré que les CSM induisent une diminution des TLR,
des cytokines pro-inflammatoires et induites des cytokines anti-inflammatoires (Chen et al.
2014; Kim et al. 2016b; Kim et al. 2016a; Lee et al. 2018; Li et al. 2017b; Xiao et al. 2017). I
en résulte principalement une diminution des mastocytes qui sont fortement lié a
I’inflammation dans la CRC. Ces cellules peuvent produire de la tryptase et du PGP-2 qui
induit la vasodilatation la permeabilité vasculaire. L’action des CSM sur les mastocytes via
PGE-2 et TGF-B pourrait inhiber la sécrétion de tryptase et le PGP-2. De plus en inhibant
I’inflammation, au niveau des mastocytes, les CSM pourraient limiter la sécrétion de NGF qui
est impliqué dans la neuro-inflammation. Dans la Cl les CSM limitent la neuro-inflammation
par I’induction d’IGF ce qui a permis de limité les spasmes, les incontinences et les douleurs
(Furuta et al. 2018; Kim et al. 2016b; Kim et al. 2016a; Lee et al. 2018; Li et al. 2017b; Qiu et
al. 2016; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017). De plus, les CSM induisent un
changement de polarité des macrophages et des lymphocytes favorisant un profil anti-
inflammatoire par 1’action de TSG-6 (Corcione et al. 2006; Dominici et al. 2006; Prockop
2013). D’autres effecteurs ont été décrits dans la littérature comme GNDF et BDNF (Baez-
Jurado et al. 2019).

Les télocytes ont un role dans I’inflammation et la neuro-inflammation lors des
cystites. Ils produisent des cytokines et favoriseraient les atteintes neurales conduisant a des
incontinences et des spasmes. L’altération du réseau télocyte/myofibroblaste/neurone pourrait
accroitre ces lésions. L’action des CSM sur ces cellules n’est pas connue a ce jour. Il ne
semble pas y avoir d’effecteurs des CSM pouvant agir directement dessus. Mais la diminution
de D'inflammation, I’augmentation de la régénération et la diminution de fibroblastes
pourraient jouer un grand réle dans le maintien du réseau télocyte/myofibroblaste/neurone
limitant grandement les altérations vésicales. A ce titre, HGF, TSG-6 et PGE-2 semblent étre
des effecteurs potentiels. En limitant 1’inflammation, par les processus de diminution des

ROS, de régénération de 1’urothélium et du compartiment vasculaire, d’immunomodulation et
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de neuroprotection, les CSM pourraient limiter I’apparition des cedémes dans la sous

mugqueuse et évier la déstructuration du réseau télocyte/myofibroblaste/neurone.

En ce qui concerne la fibrose, le recrutement des macrophages et des lymphocytes
induit D’expression de TGF-B1. Le TGF-Blinduit les myofibroblastes et participe a
I’acquisition d’un profile similaire aux myofibroblastes par les télocytes. La conséquence est
une production excessive de collagene I et I1I conduisant a la fibrose. Comme nous ’avons vu
précédemment, ’effet anti-fibrosant des CSM est médié par HGF et TSG-6, deux effecteurs
majeurs dans 1’action anti-fibrotique des CSM (Usunier et al. 2021). Ces deux facteurs
inhibent la production de TGF-B, la transition épithélium mésenchyme et le remodelage de la
MEC (Dai and Liu 2004; Liu 2004; Mizuno et al. 2005; Yang et al. 2003, 2005). De plus,
dans la Cl, les CSM inhibent la production de CTGF, un autre effecteur de la fibrose. Pour
compléter les hypothéses sur les effecteurs mis en jeu par les CSM dans la CRC. La
diminution du recrutement des mastocytes par les CSM devrait inhiber la production d’YKL-
40 comme observé dans la Cl. L’ensemble des effecteurs des CSM pouvant agir sur le CRC

est résumé dans la figure 28.
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Problematique & Objectifs

L’objectif de cette thése est d’évaluer les bénéfices thérapeutiques du traitement par
CSM dans les complications tardives et sévéres des lésions radio-induites de la vessie,
également appelé cystite radique chronique. Cette pathologie est invalidante, créant des
hématuries, des incontinences et des douleurs chez les patients pouvant aller jusqu’au déces
des patients. Les mécanismes sous-jacents restent mal connus, mais des lésions de

I’urothélium, de I’inflammation, des 1ésions vasculaires et de la fibrose ont été décrites.

A T’heure actuelle, les traitements sont palliatifs et le taux de survie des patients ne
cesse d’augmenter et la proportion des patients atteints de CRC également. De plus, 1’accident
d’Epinal a mis en exergue le besoin de développer de nouveau traitement. Les pathologies
inflammatoires séveres telles que la maladie du greffon contre 1I’héte ou les Maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin engendrent des dommages tissulaires similaires aux
séquelles chroniques des radiothérapies pelviennes. De nombreux essais cliniques ont utilisé
les CSM avec succés dans ces maladies. Les CSM semblent donc étre un traitement
prometteur pour la CRC. Néanmoins, aucune étude a ce jour n’a été menée sur I’efficacité des
CSM dans la CRC a I’exception de I’Essai compassionnelle sur les patients d’Epinal, avec un

succes important avec la diminution des douleurs et des hématuries.

Le manque de données sur les mécanismes menant a une CRC ainsi que les
mécanismes d’actions des CSM ne permettent pas une compréhension globale des
phénomeénes mis en jeu dans la CRC. De plus, des points d’interrogation restent en suspens
sur I’innocuité des CSM. D’une part, la capacité des CSM a produire une large gamme de
facteurs de croissance pourrait favoriser la croissance de cellules tumorales résiduelles aprés
radiothérapie. D’autre part, la capacité des CSM a se différencier en cellules productrices de
MEC, responsables de la fibrose, pose la problématique d’un possible effet pro-fibrosant des
CSM transplantées. Cette etude a donc été développée selon 2 axes principaux :

(i) Créer un modele de cystite radique chronique cohérent avec les modeles cliniques et
étudier les mécanismes de la CRC

(i)  Evaluer I’effet des CSM sur la CRC et comprendre sur quel paramétre elles agissent
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Afin de comprendre les mécanismes de la CRC et des CSM, des rats Sprague-Dawley

ont éte irradiés puis traités ou non avec des CSM.

Dans un premier temps, la dose optimale pour induire une CRC et les parameétres les
plus pertinents de suivi de la cystite radique ont été déterminés. Dans un second temps, les
effets des CSM ont été étudiés. L’objectif était de faire une preuve de concept de 1’efficacité
des CSM dans la CRC. Pour cela, les rats ont été irradiés a la dose minimale pour induire une
CRC et les CSM ont été injectées juste avant la phase chronique afin de potentialiser leurs

effets (3 injections a 15 jours d’intervalle).

Les principaux parametres étudiés ont été les hématuries, les atteintes de 1’urothélium

(hyperplasie et perméabilité), I’inflammation et la fibrose.
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Abstract:

Background: Cellular therapy seems to be an innovative therapeutic alternative for which
mesenchymal stem cells (MSCs) have been shown to be effective for interstitial and
hemorrhagic cystitis. However, the action of MSCs on chronic radiation cystitis (CRC) remains
to be demonstrated. The aim of this study was to set up a rat model of CRC and to evaluate the

efficacy of MSCs and their mode of action.

Methods: CRC was induced by single-dose localized irradiation of the whole bladder using
two beams guided by tomography in Sprague-Dawley rat. A dose range of 20 to 80 Gy with
follow-up 3 to 12 months after irradiation was used to characterize the dose effect and the
kinetics of radiation cystitis in rats. For the treatment, the dose of 40 Gy was retained, and in
order to potentiate the effect of the MSCs, MSCs were isolated from adipose tissue. After
expansion, they were injected intravenously during the pre-chronic phase. Three injections of
5 million MSCs were administered every fortnight. Follow-up was performed for 12 months

after wrradiation.

Results: We observed that the intensity and frequency of hematuria are proportional to the
irradiation dose, with a threshold at 40 Gy and the appearance of bleeding from 100 days post-

irradiation. The MSCs reduced vascular damage as well as damage to the bladder epithelium.

Conclusions: These results are in favor of MSCs acting to limit progression of the chronic
phase of radiation cystitis. MSC treatment may afford real hope for all patients suffering from

chronic radiation cystitis resistant to conventional treatments.

Kevwords: Chronic radiation cystitis, Mesenchymal stem cell, Cell therapy

Background

Interstitial, radiation and hemorrhagic cystitis have high incidence rates and treatments
used for the most severe forms may be palliative. Previous studies have shown that
mesenchymal stem cells (MSC) therapy is an alternative treatment for interstitial cystitis and
hemorrhagic cystitis [1-4]. MSC treatment of radiation cystitis, on the other hand, has not yet

been studied. However, the similar mechanisms of these pathologies favor a protective effect
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of MSCs on the chronic evolution of radiation cystitis [5]. Interstitial cystitis (IC) is an
idiopathic disease which affects over one million people worldwide [6, 7]. Hemorrhagic cystitis
(HC) is due to a wide variety of etiologies, including radiotherapy, with a frequency of 5-10%
in the 6-20 years after radiation therapy [8] and with an incidence of between 7 and 68% [9-11]
for hematopoietic stem cell transplantation. Chronic radiation cystitis (CRC) is a lesion of the

bladder resulting from radiation therapy (prostate, colon, or cervix).

The chronic phase of radiation cystitis may appear from 6 months to 20 years in 5 to
10% of patients after radiation therapy [12, 13]. CRC is characterized by vascular damage,
epithelial injury, incontinence, hematuria, pelvic pain and, in the most severe cases, fistulas and
death [14]. Vascular and urothelial damage contribute significantly to the progression of
radiation cystitis in its chronic form. In CRC, as in other chronic radiation diseases, the
progression of radiation-induced vascular and tissue damage is due in part to early events in
endothelial cells. The slow regeneration of the endothelium could be the reason for the late
vascular damage during the chronic phase [15]. These vascular lesions are characterized by

telangiectasias and rupture of some blood vessels, creating microhemorrhages [8, 9].

In other types of cystitis, treatment with MSCs induces neovascularization, which could
participate in the reduction of hematuria [2, 16-18]. The urothelium is the source of most cystitis
in the acute phase. Its loss of impermeability leads to deep damage to the bladder wall.
Impertect repair of the urothelium leads to long-term damage, which is responsible for the
chronic phases of cystitis [5]. Lesions of the urothelium are mainly due to decreased uroplakin
expression and hyperplasia, both of which promote a loss of permeability of the urothelium [19,
20]. Preclinical studies of MSC treatment of interstitial and hemorrhagic cystitis have shown
that MSCs protect the urothelium from these injuries [1, 17, 21-23]. Furthermore, the action of

MSCs on regeneration of irradiated epithelia has been demonstrated at the intestinal level [24].

Currently, no effective treatment is available and MSCs could be an alternative
treatment. For CRC, a compassionate study of treatment for 4 over-irradiated patients from the
Epinal radiotherapy accident supports a reduction in hematuria [2]. These results need to be
confirmed by a preclinical study and the action of MSCs on vascular and urothelial damage

needs to be characterized during the chronic evolution of radiation cystitis.

Based on the results of previous studies on cystitis and irradiated healthy tissue, we
investigated the role of MSCs on vascular and urothelial injury in order to establish whether

cell therapy is an effective therapeutic alternative for the treatment of CRC. We have developed
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arat model of chronic radiation cystitis using single dose bladder irradiation. Intravenous MSC
treatment was evaluated for urothelial and vascular damage using physiological and tissue

approaches.

Methods

Animals

All experiments were performed in compliance with French laws and guidelines relative
to animal experiments (French Act No.92-333 of 2 October 2009) and approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation [CEEA Number 81 (Protocol numbers: P0O9-10)
(APAFiS: #12922-201801051531419 v1, #17561-201801051531419 v2 (projet P17-09) and
#20993-201906071027312 v2 (projer P19-09)]. To study the dose effect of bladder irradiation
on the kinetics of radiation cystitis, 120 rats were irradiated at doses from 20 to 80 Gy (0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 Gy) and were followed up over the next 10 months. To evaluate the
treatment using MSCs, the rats were then divided into 3 groups of 30 rats each. The animals
were housed in double-decker cages, two or three to a cage, with access to food and water ad
libitum and with light and dark cycles. Every effort was made to minimize suffering and all
experiments were performed under gaseous anesthesia with isoflurane (Aerrane, Baxter SA,
Lessines, Belgium). Animal behavioral and physiological parameters (e.g. bleeding and
diarrhea) were monitored daily and suffering animals were euthanized. Euthanasia was
performed by cardiac puncture under isoflurane anesthesia. Sprague-Dawley (Javier Labs) rats
were aged ten weeks (250-300g) at the beginning of the experiment. The protocol is described
in further detail below and in Figure 1A.

Radiation schedule

Irradiation was performed using the SARRP (Small Animal Radiation Research
Platform) from Xstrahl Life Sciences (XSTRAHL Ltd., Camberley, UK) with a voltage of 220
kV, an intensity of 13 mA, a dose rate of 2.4 Gy per minute, a collimator of 10 x10 mm? and a

source-sample distance of 35 cm. An inherent filtration of 0.8 mm Beryllium and an additional
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116  filtration of ¢.15 mm Copper (half-value layer = 0.667 mm Copper) were used. A CT scan was
117  performed to visualize the position of the bladder and place the isocenter. Segmentations and
118  dose calculations were performed with Muriplan software. Two irradiation beams were used
119  with an angle between ¢4 and 120°. The ammals were anesthetized and maintained with
120 isoflurane (between 2 and 3.5% depending on the amimal, with an air flow of ¢.4 L/minute) and
121 then placed inthe SARRP. The rats were placed on their backs with their legs raised and spread,
122 remimscent of the supine Méziéres position, and then the animals were held in position using

123 adhesive plasters (see Figure 1 A to F).

124 To determine the optimal irradiation dose and to study the kinetics of radiation cystitis,
125 120 animals received single dose irradiation of 0, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 Gy. For each

126 irradiation dose, 5 animals were euthanized at 3, 6 and 1¢ months post-irradiation.

127 To study the effect of MSC treatment on CRC, a group of 30 animals were not irradiated
128  (unirradiated group), a group of 3¢ rats was irradiated at 40 Gy (irradiated group) and a group
129  of 30 rats was irradiated at 40 Gy and injected with 3 intravenous injections of 5 million of
130  MSC (per rat) at intervals of two weeks, 4.5, 5 and 5.5 months post-irradiation (irradiated
131  treated group). For each group, 10 animals were euthanized at 6, 8 and 12 months post-
132 irradiation. The MSC injection protocol was designed to maximize the treatment effect
133 according to previous studies. Ten ammals were euthanized at 6, 8 and 12 months post-
134  irradiation. Cystoscopies at 6 and 12 months were performed to visualize vascular lesions

135  (Figure 1 G). Hematuria was monitored once a month after irradiation (Figure 2).
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Figure 1: Irradiation configuration with the Small Animal Radiation Research Platform
(SARRP) and study of hematuria. In the pictures, the bladder is represented in blue. A:
Placement of the animal in the SARRP. B: Coronal view of the bladder. C: Sagittal view of the
bladder. D: Transverse view of the bladder. E: Representation of the isodose distribution in the
tissue for a dose of 40 Gy. The bladder is represented in blue and receives 100% of the dose.
F: Histogram of the dose per volume in the bladder for a dose of 40 Gy. G: Experimental design
for studies with MSC treatment with a dose of 40 Gy and 12 months follow-up. Injections of 5
millions of MSC are performed at 4.5, 5 and 5.5 months post-irradiation. Euthanasia times are
at 6, 8 and 12 months post-irradiation and tissue analyses are performed. Cystoscopies are

performed at 6 and 12 months post-irradiation

Analysis of hematuria and vascular lesions

The rats were weighed and then placed in a metabolic cage once a month for 18 hours
and their urine was collected (as previously described [25]). The urine was analyzed using urine
strips (URITOP 10 parameters, Exacto PRO® from Biosynex). Vascular lesions were analyzed
by endoscopy at 6 and 12 months post-irradiation (Karl Storz cystoscope, 11583 A).

Isolation, characterization and culture of MSCs

GFP-MSCs were extracted from adipose tissue obtained from seven-week-old eGFP
transgenic rats as described previously [26]. Briefly, subcutaneous inguinal adipose tissue was
harvested from eGFP-SD rats, finely cut and enzymatically digested with 0.1% type 1
collagenase (reference: C0130, Sigma-Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France) at 37°C, and then
filtered through a 40 pum filter. This process was repeated three times, and the collagenase was
neutralized with 10% Fetal Bovine Serum (FBS). Cells were washed with Phosphate Buffered
Saline (PBS plus 10% SVF) and suspended in MEM-a containing 20% FBS, 1%
penicillin/Streptomycin and 1% L-Glutamine. The cells were seeded at 1000 cells/ecm?, and the
medium was changed every 4 days. After 11-13 days, cells were trypsinized (trypsin-0.25%
EDTA, Thermo Fisher Scientific), washed three times with PBS and suspended at 1 million
cells/ml.. The phenotype of the amplified Ad-MSCs was verified by flow cytometry. The
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presence of CD29 (clone Ha2/5; BD Biosciences), CD90 (clone OX-7; BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France) and CD73 (clone 5F/B9; BD Biosciences), and the absence of CD34
(clone ICO115; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, USA) and CD45 (clone OX-1; BD
Biosciences) were analyzed. The ability to form colony-forming unit fibroblasts (CFU-F) was

also analyzed. CFU-Fs were stained with crystal violet and counted 11 days after initial seeding.

Immunohistology

Bladders were collected and preserved in PFA (Paraformaldehyde) and incubated for 12
hours (fixation) before being processed for paraffin embedding. Sections of 5 pm were taken.
These sections were subjected to hematoxylin and eosin (H&E) staining and
immunohistochemistry. On H&E sections, lesions characterized as hyperplasia (abnormal
thickening of the urothelium with hyperchromasia) were measured. For this purpose, a ratio of
urothelium with hyperplasia to total urothelium length was performed. A ratio of the
hyperplastic length to the total length of the urothelium was performed. The superficial cells
were labeled with uroplakin III (Abcam, ref: ab78196; dilution: 1/500, citrate buffer pH 6, 1X)
and then revealed using the Horse Radish Peroxidase (HRP) System (Zytomed ref: ZUC0G70-
100) and a grading was performed.

Grading of uroplakin 111

The uroplakin III 1abeling was divided into 4 grades based on previous studies [27]. The
grades were divided according to the level of intensity of the labeling. Grade 0 corresponds to
strong expression of uroplakin III. The labeling is intense, thick and covers the entire surface
of the superficial cells. Grade 1 corresponds to thin labeling and only on the apical part of the
superficial cells. Grade 3 corresponds to a weak marking, the marking is discontinuous, and not
very intense. Grade 4 is an absence of uroplakin III expression (see Figure 3). Grades 0 and 1
correspond to a functional urothelium and Grades 2 and 3 to a urothelium with low uroplakin
expression favoring a decrease in urothelial permeability. The entire urothelium was analyzed
for each rat. The grading was performed on the whole urothelium, which gives a percentage of

each grade for an individual.
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Statistical analysis

For the vascular lesions, statistical analyses were achieved using SigmaPlot v11 (Systat
Software GmbH, Erkrath, Germany). Two-group comparisons were performed with t-tests,
while two-way ANOVAs followed by Bonferroni t-tests were used for multiple group
comparison. Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). A value of
p<0.05 1s considered to be statistically significant. In the Figures, asterisks correspond to

p<0.001 (*#%), p<0.01 (**) and p<0.05 (*).

Results

Irradiation induces an increase in hematuria from 40 Gy upwards as early as 100 days

post-radiation

Hematuria is the main symptom used to measure the evolution of CRC. The criterion of
the appearance of hematuria was used to evaluate the kinetics of the evolution of the chronic
phase of CRC as a function of the radiation dose. Whole bladder irradiation in a dose range of
20 to 80 Gy (20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 Gy) was used to determine the optimal dose to induce

hematuria.

In order to model the bivariate dynamics (in dose and post-irradiation time) of the
evolution of CRC, a flexible non-linear regression via spline functions was conducted
(REFUND package of the R software). The result of this modeling is represented in Figure 2A
as a three-dimensional surface (and its 2D projection as a heat map). On the x-axis is the
irradiation dose, on the y-axis the post-irradiation time, and the cumulative dose of erythrocytes
per microliter (noted ery/pl) of urine in vertical dimension. In our model, at a dose of 20 Gy,
hematuria appears late, beyond 200 days (6 months) after irradiation. At 40 Gy, hematuria
appears as early as 100 days post-irradiation (100 ery/pl), indicated by the white arrows. This
flexible bivariate modeling thus revealed a significant association between the irradiation dose

and the extent of hematuria (p<0.001). For doses of 60 to 80 Gy, hematuria also began at 100
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days post-irradiation and increased up to 300 days post-irradiation (up to 200 ery/pl). Doses
above 40 Gy are too deleterious (weight loss, rat grimace scale) to allow long-term follow-up
of the rats. Thus, the results of the data modeling described above suggest quite clearly the 40
Gy dose for this study, as it induces early hematuria without impacting survival beyond 10

months.

Reduction of vascular lesions after MSC treatment

Cystoscopy is used to describe lesions such as telangiectasias, ulcers, papillae and
cancerous lesions in patients. It enables discrimination from other etiologies of hematuria, such
as renal lesions, primarily. We used cystoscopy in our study model to objectify vascular lesions,
to record the number and severity of vascular lesions and to detect any abnormalities (papilla,

ulcer).

In Figure 2B, images of cystoscopies (with lesions circled with a black dotted line) at 6
and 12 months are shown, and in Figures 2C and D, the number of vascular lesions is shown as
a function of the importance of the lesions and the treatment conditions. On the ordinate, the
number of vascular lesions is given, and on the abscissa, the different groups as well as the total

lesions. A statistical test (ANOVA) was carried out on all the data.

Figure 2C, at 6 months post-irradiation, an absence of vascular lesions was observed for
unirradiated and untreated rats. For unirradiated and treated rats, 2 + 1.1 lesions (Figure 2C)
were observed on average. For untreated irradiated rats, the animals had an average of 4 £ 4.7

lesions. For irradiated and treated rats, on average 5.7 + 2.9 lesions were observed.

At 12 months post-irradiation, we can observe for unirradiated untreated rats an average
of (.7 + (.4 lesions (Figures 2B and D). For unirradiated untreated rats, no vascular lesions are
observed. For the irradiated untreated rats, the animals have an average of 4.3 & 2.4 lesions. For

irradiated and treated rats, an average of 1.3 + (.4 lesions is observed.

In conclusion, at 12 months post-irradiation, treatment with MSCs appears to reduce

vascular lesions.
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Figure 2: Analysis of hematuria and vascular lesions. A: 3D and 2D representations of
hematuria accumulation as a function of post-irradiation time and radiation dose. The white
arrow indicates the dose threshold of hematuria onset within 100 days (n=5). B: Cystoscopic
studies of vascular lesions at 6 and 12 months post-irradiation. On the left are shown the rats 6
months post-irradiation and on the right the rats 12 months post-irradiation. Black arrows
indicate vascular lesions, and the dotted lines indicate the outline of the vascular lesions C:
Detail of vascular lesions according to the groups at 6 months post-irradiation (n=3). D: Detail
of vascular lesions according to the groups at 12 months post-irradiation (n=3). A statistical test
(ANOVA) was performed.
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MSCs have a protective effect on the impermeability of the urothelium

MSC treatment restores the structure and functionality of the epithelia after irradiation
at the intestinal level [24]. In our study model we evaluated whether MSC treatment protects
the urothelium from irradiation. The function of the uroplakin complex is to ensure the
impermeability of the urothelium. A decrease in uroplakin expression is directly related to a
loss of urothelial permeability [28]. Uroplakin III labeling was performed by visible
immunohistochemistry. A grading system for uroplakin III expression was set up and measured
on the whole urothelium of each animal, as described in the Methods and Materials section.
Grade 0 indicates a high level of uroplakin, while Grade 4 indicates no uroplakin (Figure 3A).
The lower grades therefore indicate a urothelium that has retained a normal level of uroplakin
III while the higher grades indicate a degraded urothelium. Thus, for each animal the percentage

of urothelium in Grades 0 to 3 was quantified.

A rigorous statistical analysis of the differences in grade percentages cannot therefore
be based on standard analysis tools (ANOV A, t-tests, etc.) due to the very strong constraints of
the input data: the percentages of Grades 0 to 3 for each animal are not only data between 0 and
1 but have the additional condition of having a sum equal to 1. In order to take this data format
into account, a compositional analysis [29] was conducted, which first consisted in transforming
the percentage vectors into unconstrained data in order to deploy the classical analysis tools.

Due to the presence of zero percentages, a spherical transformation [30] was used.

Figure 3B is a kinetic study of the evolution of the grades comparing 12 months to 8
months for each condition (e.g. 8 months non-irradiated rats compared 12 months non-
irradiated rats). Figure 3C shows the difference in uroplakin III expression grades at 12 months
for irradiated untreated rats compared to unirradiated rats (figure 3 left) and for irradiated

untreated rats compared to irradiated treated rats (figure 3 right).

When comparing the unirradiated rats at 12 months compared 8 months, there is no
change in grades over the course of time (Figure 3B, unirradiated). When comparing the
irradiated untreated rats at 12 months compared 8 months a decrease in Grade 1 by 25% (p-
value<(0.001), an increase in Grade 2 by 10% (p-value=0.031) and Grade 3 by 15% (p-value =
0.001) is observed (Figure 3B, irradiated untreated). In contrast, the analysis revealed no

significant changes in uroplakin III grades in irradiated and treated rats over time (Figure 3B,
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irradiated treated). In summary, treatment with MSCs inhibited the effects of irradiation over

the course of time (no increase in grades).

Comparing irradiated untreated rats with unirradiated rats at 12 months a decrease in
Grade 1 of 27.5% (p-value<0.001), an increase in Grade 2 of 14.25% (p-value<0.001) and
Grade 3 of 15.5% (p-value = (.001) is observed (Figure 3C irradiated untreated compared
unirradiated). Irradiation therefore induces the loss of uroplakin III expression after irradiation

(Figure 3C irradiated untreated compared irradiated treated).

Comparing irradiated untreated rats with irradiated treated rats at 12 months shows, for
the treated irradiated rats compared to the irradiated rats, a significant decrease in Grade 1 of
13.5% (p-value = (.041), and an increase close to significance in Grades 2 and 3 1s observed
for the untreated rats (8%, p-value = 0.067 and 7.5% p-value = 0.082 respectively). Treatment

with MSCs thus appears to limit the loss of uroplakin III expression after irradiation.

In conclusion, irradiation increases the loss of uroplakin III expression (Grade 2 and 3).
In contrast, MSC treatment limits the loss of uroplakin ITI expression (Grades 2 and 3) induced
by irradiation. MSCs therefore appear to have a protective effect on uroplakin Il expression by
maintaining its expression over time in treated irradiated rats compared to untreated irradiated
rats. These results suggest a protective effect of MSCs on the maintenance of uroplakin III

expression and thus a maintenance of urothelial impermeability.
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319 Figure 3: Evolution of uroplakin III grades as a function of time (at 8 and 12 months)

320 and groups (non-irradiated, irradiated untreated and irradiated treated). Uroplakin grading was
321  performed on the entire bladder of each rat. Each grade is expressed as a percentage with a total
322 of 100% (combination of grades ¢, 1, 2 and 3). A: Representation of the different grades of
323 uroplakin IIT expression. The black bar represents 1¢ pm. B: Time-dependent variation of
324  uroplakin III grade expression (n=10). C: Variation in uroplakin III grade expression between
325 groups (n=10). The Boxplots represent the estimates of the grade probabilities with their

326  associated uncertainties
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328  MSCs allow a reduction in irradiation-induced hyperplasia
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Hyperplasia is deleterious in the long term as it permanently reduces permeability and
can induce lesions such as metaplasia or pre-cancerous lesions [31]. The aim of the hyperplasia
analysis is to assess whether MSC treatment protects the functional integrity of the urothelium
as well as preventing regeneration abnormalities. The length of the urothelium with hyperplasia
was measured and related to the total size of the urothelium which represents a percentage of
the length of the urothelium with hyperplasia, as previously defined [32]. Figure 4A shows
representative pictures of the hyperplasia (H) visible on the HES sections. For unirradiated rats
(treated or untreated, Figure 4A, to the left), no hyperplasia was noted in the urothelium (U). In
contrast, rats irradiated from 8 months of age showed strong hyperplasia (H) which increased
at 12 months (Figure 4A, irradiated untreated, on the right). When the rats are treated with
MSCs, the hyperplasia is more limited and restricted to limited areas (Figure 4A, irradiated
treated, on the right).

As with the uroplakin III grading analyses, compositional analysis based on spherical
transformation allows the effect of MSC treatment on urothelial hyperplasia to be assessed
(Figure 4B) as a function of time after irradiation. It appears that treatment with MSCs limits
hyperplasia over time compared to the untreated irradiated group. Only the 12-month data are
significant and show that the untreated irradiated rats have 16% more urothelium with

hyperplasia compared to the MSC-treated irradiated rats (p-value = 0.024)

In conclusion, MSCs induce a slight transient hyperplasia at 6 months post-irradiation
(not significant) which may be associated with early regeneration of the urothelium. At longer
times (8 and 12 months), the group of irradiated rats showed a strong hyperplasia which the
MSC treatment seemed to have regulated. These results therefore suggest that MSC treatment

reduces the intensity of hyperplasia during the course of CRC.
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355 photo of hyperplasia as a function of time and groups. The black bar represents 10¢um. U =
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357  the black dotted line). B: Difference in the probability of hyperplasia between the group of
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360

361  Discussion

362

363 The aim of this study was to find out whether MSCs are a therapeutic alternative for
364  limiting the progression of CRC. First, it was necessary to set up a rat model of radiation cystitis.

365 The treatment was then carried out under optimal conditions according to previous studies [24,
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33-37]) to study whether the systemic injection of MSCs from adipose tissue can limit the
progression of radiation cystitis in the chronic phase. As hematuria is the hallmark of CRC
progression, this parameter was chosen to set up the model of CRC. Then, in order to evaluate
the effect of MSC treatment, the two compartments responsible for the chronic evolution of
radiation cystitis were targeted for the continuation of this study; namely the vascular

compartment and the urothelium [38].

For preclinical models of radiation cystitis, there are several irradiation configurations.
In the majority of previous studies, exposure of the abdominal area resulted in exposure to
irradiation of other organs. These irradiated organs could interact with the bladder [39]. Recent
studies using the SARRP platform have allowed irradiation of the bladder only [25, 40, 41].
Based on these recent studies, in order to induce chronic radiation cystitis, a single dose
irradiation of the entire bladder was performed using SARRP, with the female Sprague-Dawley
rat as an animal model. The use of rats for our study instead of mice is justified by the use of
rat MSCs, whose characteristics are closer to human MSCs than to mouse MSCs [42, 43]. We

chose female rats in order not to have the prostate in the irradiation field.

To determine the optimal irradiation dose to induce CRC in our model, a dose range of
20-80 Gy was performed. The kinetics of the evolution of hematuria allowed us to determine
that its intensity is proportional to the dose received at the bladder, with a threshold at the dose
of 40 Gy. The 40 Gy dose has the advantage of inducing vascular lesions without causing
deleterious lesions for the animal, unlike higher doses. This dose 1s consistent with the literature
where it is described to induce CRC [25, 40, 41, 44, 45], justifying the 40 Gy dose for the MSC
study.

The aim is to evaluate whether MSC treatment limits the progression of radiation cystitis
in its chronic phase. Our previous studies have shown that intravenous MSC treatment is
optimal with three intravenous injections of 3 million MSCs from adipose tissue [33] at 2-week
intervals. This protocol significantly reduced colorectal lesions after irradiation [24, 33-37]. It
reduces fibronecrosis and edema if the injection 1s carried out during the initial fibrous phase.
[34]. Based on our previous studies, we studied the role of 3 intravenous injections of MSCs
during the phase preceding the chronic phase of cystitis in order to potentiate the effect of
MSCs.

Cystoscopy showed that MSC treatment is in favour of reduction of vascular damage

12 months after irradiation to the same level as the non-irradiated control. MSC treatment thus
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seems to induce a reduction of vascular lesions in the long term. These results are in agreement
with preclinical studies on other types of cystitis, which show that MSC treatment induces
neovascularization which may participate in the reduction of hematuria [16, 18]. Clinical trials
in HC patients confirm the role of MSCs on vasculature, as they decrease or stop long-term
hematuria in patients, thus highlighting the effectiveness of MSCs on the vascular compartment

[2-4].

The loss of impermeability of the urothelium, due to defective repair, no longer allows
protection of the underlying tissues. This mechanism could be at the origin of the chronic phase
of radiation cystitis [14]. At the intestinal level, intravenous injection of MSCs induces
proliferation of endogenous progenitor cells of the intestinal erypts allowing colonic epithelial
regeneration after irradiation [24, 37, 46-48]. Based on the literature results showing that MSC
treatment accelerates epithelial regeneration after irradiation, we investigated whether MSC

treatment would enable urothelial regeneration after irradiation.

An increase in the number of hyperplasias was observed in irradiated rats over time,
confirming previous studies [19, 25, 45]. Treatment with MSCs induces a slight transient
increase in hyperplasia which may be due to regeneration at 6 months after irradiation in the
initial phase of CRC [24]. These results suggestthat MSCs induce an action as early as 6 months
post-irradiation. In the long term, the effect of MSC treatment is a decrease in hyperplasia. Our
results are in agreement with previous studies which show that during IC, MSC treatment
induces a complete regeneration of the urothelium with a decrease in edema, denudation and
regeneration of the lamina propria and the basement membrane [1, 22]. By protecting the

urothelium, MSCs could therefore play a major role in limiting the progression of CRC.

The superficial layer of the urothelium is composed of superficial cells which are also
called umbrella cells. These have a membrane composed of uroplakins which ensure the
impermeability of the bladder. Preclinical studies show, during CRC, lesions of the urothelium
in relation to a decrease in the expression of uroplakin III. The consequence is a loss of bladder
tightness and impermeability [19, 20, 25]. In our model, treatment with MSCs maintains the
level of uroplakin III expression over time from 8 months after irradiation. These results are in
agreement with studies on acute interstitial cystitis, where MSC treatment increased uroplakin

IIT expression [22, 23].
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Conclusions:

In conclusion, our results support the protective action of MSCs in reducing vascular

damage, hyperplasia and restoring permeability of the urothelium.

Abbreviations:
CRC Chronic radiation cystitis
MSC Mesenchymal stem cell
Gy Gray
PFA Paraformaldehyde
H&E Hematoxylin eosin
SARRP Small animal radiation research platform
FBS Fetal bovine serum
PBS Phosphate Buftered Saline
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I1.1 Informations complémentaires sur les conditions expérimentales

11.1.1 Résumé des groupes et des expériences

Le tableau 11 résume I’ensemble des conditions expérimentales, le nombre d’animaux

utiliseés par condition et les résultats analysés en fonction des conditions. Le tableau est divisé

par condition expérimentale. Chaque condition expérimentale est divisée en fonction de la

dose d’irradiation regue. Seule 1’expérimentation du traitement par les CSM est divisée en 4

groupes en fonction de s’ils ont été irradiés et/ou traités. Puis, chaque condition expérimentale

est subdivisée par temps d’analyse et le nombre d’animaux est indiqué pour chaque temps.

Les différentes études réalisées sont réparties en fonction des techniques et regroupées par

méthodes (transcriptomique, histologique et immunohistologie). Les études réalisées en

fonction des groupes sont indiquées par un X.

Tableau 11 : Récapitulatif des conditions, du nombre d'animaux et des expériences réalisées

Type de ’étude

Effet dose 20 a 40 Gy

Dose irradiation
Temps
Nombre animaux

0 Gy

20 Gy

30 Gy

40 Gy

3 mois 4 mois
N=5 N=5

3 mois
N=5

6 mois

4 mois 6 mois
N=5 N=5

3 mois 4 mois
N=5 N=5

6 mois | 3 mois
N=5 N=5

4 mois
N=5

6 mois
N=5

Hématurie et
lésions vasculaires

Bandelette urinaire (1 fois/mois)
Cystoscopie

X X

=%
[$]

X

X X

X X

X X

X

X

Etude
transcriptomique

Inflammation
Régénération
Fibrose
Remodelage de la MEC

X X X X
X X X X

X X X X

X X X X

Histologie

Hyperplasie (HES)
Fibrose (Rouge Sirius)
Mastocytes (Bleu de toluidine)

X([X X X X

X X|X X X X

Immunohistologie

Uroplakine 111

X

x

Type de I’étude

Effet dose 50- 80 G

Dose irradiation
Temps
Nombre animaux

0 Gy

50 Gy

60 Gy

70 Gy

80 Gy

6 mois .
mois
N=10 N=10

6 mois
N=5

mois
N=5

. 10
6 mois .
mois

N=5 N=5

6 mois g
mois
N=5 N=5

6 mois
N=5

mois
N=5

Hématurie et
lésions vasculaires

Bandelette urinaire (1 fois/mois)
Cystoscopie

X X

X X

X X

Etude
transcriptomique

Inflammation
Régénération
Fibrose
Remodelage de la MEC

Histologie

Hyperplasie (HES)
Fibrose (Rouge Sirius)
Mastocytes (Bleu de toluidine)

Immunohistologie

Uroplakine 111

Type de I’étude

Cinétique

Dose irradiation
Temps
Nombre animaux

0 Gy

40 Gy

8 mois
N=10

6 mois
N=10

10 12
mois mois
N=10 N=10

15
mois
N=10

6 mois
N=10

10
mois
N=10

8 mois
N=10

12 15
mois mois
N=10 N=10

Hématurie et
lésions vasculaires

Bandelette urinaire (1 fois/mois)
Cystoscopie

Etude
transcriptomique

Inflammation
Régénération
Fibrose
Remodelage de la MEC

Histologie

Hyperplasie (HES)
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Fibrose (Rouge Sirius) X X X X X X X X X X
Mastocytes (Bleu de toluidine) X X
Immunohistologie Uroplakine 111 X X X X X X X X X X
Type de ’étude Traitement par les CSM
Conditions Non irradiés non traités Non irradiés traités Irradiés non traités Irradiés traités
Temps 6 mois 8 mois 12. 6 mois 8 mois 12. 6 mois 8 mois 12. 6 mois 8 mois 12.
mois mois mois mois
Nombre animaux N=10 N=10 N=10 | N=10 N=10 N=10 | N=10 N=10 N=10 | N=10 N=10  N=10
Hématurie et Bandelette urinaire (1 fois/mois) X X X X
Iésions vasculaires Cystoscopie X X X X X X X X X X X X
Inflammation
Etude Re'gfgeratlon
transcriptomique fbrose
Remodelage de la MEC
Hyperplasie (HES) X X X X X X X X X X X X
Histologie Fibrose (Rouge Sirius) X X X X X X X X X X X X
Mastocytes (Bleu de toluidine) X X X X
Immunohistologie Uroplakine 111 X X X X X X X X X X X X

11.1.2 Analyses Statistiques

Les analyses statistiques pour les PCR et le comptage des mastocytes ont été

effectuées a I’aide du logiciel GraphPad Prism 9. Le test utilisé est un Anova two way Suivis

d’un test par comparaison multiple.

Les analyses statistiques pour la fibrose ont été réalisées avec un test de Fischer exact.
Les * indique la p-value avec : *P < 0.05, **P< 0.01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

11.2 Résultats complémentaires de I’analyse de ’uroplakine III

I1.2.1 Marquage de I’uroplakine 111

L’uroplakine IIT a été marquée avec un anticorps spécifique (Abcam, réf : ab78196 ;

dilution : 1/500, tampon citrate pH 6, 1X) puis révélées a l'aide du systéme Horse Radish
Peroxidase (HRP) (Zytomed réf : ZUC070-100) et un grading a été réalisé

I1.2.2 Grading de ’uroplakine III

Le marquage de l'uroplakine 111 a été divisé en 4 grades sur la base d'études

précédentes (Matsumoto et al. 2007). Les grades ont été diviseés selon le niveau d'intensité du

marquage. Le grade O correspond a une forte expression de l'uroplakine I1l. Le marquage est

intense, épais et couvre toute la surface des cellules superficielles. Le grade 1 correspond a un

marquage fin et uniquement sur la partie apicale des cellules superficielles. Le grade 3

correspond a un marquage faible, le marquage est discontinu, et peu intense. Le grade 4
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correspond a une absence d'expression de l'uroplakine I1l. Les grades 0 et 1 correspondent a
un urothélium fonctionnel et les grades 2 et 3 & un urothélium avec une faible expression de
I'uroplakine favorisant une diminution de I’imperméabilité urothéliale (illustré dans 1’article).
L'ensemble de l'urothélium a été analysé pour chaque rat. Le classement a été effectué sur

I'ensemble de I'urothélium, ce qui donne un pourcentage de chaque grade pour un individu.

11.2.1 Analyse de ’uroplakine 111

Les résultats complémentaires (par rapport a 1’article) de 1’analyse de ’uroplakine III
sont montrés ci-dessous. Cette analyse comprend la comparaison des temps 6 et 8 mois en
fonction des groupes (figure 29 A) ainsi que la comparaison des groupes irradiés non
traités/non irradiés et irradiés non traités/irradiés traités a 6 et 8 mois post-irradiation (928 B).

Pour les rats non irradiés & 8 mois post-irradiations, une diminution du grade 0 de 11%
(p-value=0.002) et une augmentation du grade 1 de 11 % (p-value=0.003) est observée
comparée a 6 mois post-irradiation (figure 29 A gauche). Pour les rats irradiés non traités
(figure 29 centre), une diminution du grade 0 de 5% (p-value=0.005) et une augmentation du
grade 2 de 5% (p-value=0.045) sont observées comparées a 6 mois post-irradiation. Pour les
rats irradiés traités a 8 mois post-irradiation (figure 29 droite), une diminution du grade 1 de
18% (p-value=0.003), une augmentation du grade 2 de 11% (p-value=0.005) et une
augmentation du grade 3 de 7% (p-value<0 .001) comparé a 6 mois post-irradiation (figure 29
A) est observée.

La différence de chaque grade entre le groupe des rats irradiés non traités et les rats
irradiés traités a été analysée a 6 et 8 mois post-irradiation, voir figure 29 B.

A 6 mois post-irradiation, une Iégére augmentation du grade 3 de 2% (p-value=0.004)
est observée chez les rats irradiés non traités comparés aux rats non irradiés. A 6 mois post-
irradiation, une diminution du grade 1 de 11% (p-value = 0.021), une augmentation du grade
2 de 5% (non significatif ; p-value=0.083) et du grade 3 de 2,5% (p-value=0.003) est observés
dans le groupe des rats irradiés non traités comparés aux rats irradiés traités.

A 8 mois post-irradiation, une diminution de 10% du grade 1 (p-value=0.005), une
augmentation du grade 2 de 8% (p-value=0.011) et du grade 3 de 2% (p-value=0.056) est

observée dans le groupe des rats irradiés non traités comparés aux rats non irradiés. A 8 mois
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post-irradiation, une diminution de 5% du grade 3 (p-value=0.035) est observée dans le
groupe des irradiés non traités comparés aux rats irradiés traités.

En conclusion, dans le groupe des rats non irradiés I’expression de 1’uroplakine III
reste stable dans le temps, tandis que pour les rats irradiés non traités 1’expression de
I’'uroplakine Il diminue dans le temps et pour les rats irradiés traités 1’expression de
I’'uroplakine diminue entre 6 et 8 mois, puis reste stable entre 8 et 12 mois post-irradiation. De
plus, le groupe des rats irradiés non traités présente systématiquement plus de grades 2 et 3
que les rats non irradiés. Les rats irradiés non traités présentent plus de grade 2 et 3 a 6 mois
post-irradiation et une nette tendance a 12 mois comparé aux rats irradiés traites.

Aprés irradiation une diminution de 1’uroplakine III est observée avec une
accentuation dans le temps. Le traitement par les CSM permet de conserver 1’expression de

I’uroplakine Il apres 8 mois post-irradiations.
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Figure 29 : Evolution des grades d'uroplakine 111 en fonction du temps (& 6 et 8 mois) et des

groupes (non irradiés, irradiés non traités et irradiés traites).
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Le grading de l'uroplakine a été effectué sur I'ensemble de la vessie de chaque rat. Chaque
grade est exprimé en pourcentage avec un total de 100% (combinaison des grades 0, 1, 2 et 3).
A : Variation en fonction du temps de I'expression du grade de l'uroplakine IlI. B : Variation
de l'expression du grade de l'uroplakine Ill entre les groupes irradiés non traités et les
controles non irradiés ainsi qu’entre les groupes irradiés non traités et irradiés traités. Les
Boxplots représentent les estimations des probabilités de grade avec leurs incertitudes
associées. Nombre d’animaux pour les rats non irradiés a 6 mois N= 45, & 8 mois N= 30.
Nombre d’animaux pour les rats irradiés non traités a 6 mois N= 25, a 8 mois N= 20. Nombre

d’animaux pour les rats irradiés traités a 6 mois N= 10, a 8 mois N= 10.

11.3 Etudes histologiques

11.3.1 Coloration au Rouge Sirius et Bleu de toluidine

Les tissus conservés en PFA sont incubés 12 heures (fixation) avant d’étre traités pour
inclusion en paraffine. L’appareil utilisé lors de cette opération est le VIP tissue Tek® qui
permet la déshydratation progressive des organes et I’imprégnation de la paraffine nécessaire
a P’inclusion. Un deuxieme appareil (Sakura Tissue Tek®) est utilis€ pour I’inclusion. Des
coupes de Sum sont effectuées a I’aide d’un microtome (Leica RM2155®). Ces coupes ont
été soumises a une coloration soit avec du Rouge Sirius afin de marquer les fibres de
collagenes, soit avec du bleu de toluidine pour marquer les mastocytes. Les coupes au rouge
Sirius ont été réalisées sur les animaux issus de I’effet dose et sur les effets du traitement par
les CSM et la cinétique, un comptage des animaux présentant des plaques de fibrose a été
réalisé. Sur les coupes en bleu de toluidine, seuls les animaux issus de la procédure 2 (effets
du traitement et cinétique) a 12 mois ont été réalisés. Les mastocytes ont été comptés a 1’aide
du logiciel Histolab (version : 12.1.1°). Le nombre de mastocytes a éeté rapporté a la surface
totale de la vessie (sans prendre en compte 1’urothélium qui aurait pu fausser les résultats en

raison d’un épaississement anormal) puis normalisé avec les animaux non irradiés non traités.

11.3.2 La fibrose

La fibrose est visualisée grace a une coloration au rouge Sirius. Cette coloration

marque les fibres de collagénes en rouge. Le marquage a été réalisé sur les rats irradiés a 40,

149



Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Résultats

50, 60, 70 et 80 Gy pour les temps 6 et 10 mois post-irradiation ainsi que sur les rats issus de
I’étude cinétique et du traitement par les CSM (40 Gy, 6, 8 et 12 mois). Une analyse sur
I’intensité du rouge Sirius a été effectuée sans donner de résultats significatifs. Cependant,
certains rats présentaient des plaques de fibrose. Le nombre d’animaux présentant des plaques
a été compte. Les plaques de fibrose se caractérisent par un envahissement de la MEC dans le
détrusor, désorganisant les fibres musculaires (fleche noire, figure 30 A) jusqu’a leur
disparition totale dans les cas les plus avancés.

L’étude sur I’effet dose d’irradiation a 6 mois post-irradiation (figure 30 B gauche)
montre que 15 % des rats irradiés a 40 Gy (2 rats sur 15) présentaient des plaques de fibrose et
20 % des rats 60 Gy (1 rat sur 5). A 6 mois post-irradiation, les animaux ayant recu des doses
de 50, 70 et 80 Gy ne présentent pas de plaque de fibrose. A 6 mois le nombre d’animaux par
groupe présentant des zones de fibrose est faible (< a 20%). De plus, les groupes pour les
doses supérieur a 40 Gy ont peu d’animaux (4 a 5 par groupe). Ces deux facteurs expliquent
I’absence d’animaux avec des zones de fibrose pour les doses de 50, 70 et 80 Gy.

A 10 mois post-irradiation (figure 30 B droite), les rats irradiés a 40 et 50 Gy
présentaient significativement plus de plaque de fibrose avec 20 % (40 Gy, N =10et 50 Gy N
= 5; p-value = 0,05) par rapport aux rats non irradiés non traités. Pour les doses de 60 et 70
Gy, 50% des rats (2 rats sur 4) avaient un nombre de plaques des fibroses significativement
plus élevé par rapport aux rats non irradiés non traités (p-value = 0,05). Pour la dose de 80
Gy, 75% des rats (3 rats sur 4) présentaient significativement plus de plaques de fibrose (p-
value = 0,01) que les rats non irradiés non traités. En conclusion a 10 mois post-irradiation,
une augmentation du nombre d’animaux présentant des plaques de fibroses dose dépendante
semble étre observée. Cependant, ces résultats sont a prendre avec précaution, car le nombre

d’animaux par dose est relativement faible.

Pour 1’évaluation du traitement par les CSM (figure 30 C), les rats contrdles non
irradiés traités ou non traités ne présentaient jamais de plaque de fibrose. A 6 mois post-
irradiation, le nombre de rats irradiés non traités présentant des plaques de fibrose est de 15%
(3 rats sur 20), tandis que les rats irradiés traités avaient une fréquence de 12.5% (1 rat sur 8),
cependant ces données ne sont pas significatives par rapport aux rats non irradiés non traiteés.
A 8 mois post-irradiation, les rats irradiés non traités présentaient significativement plus de

plaque de fibrose que les rats non irradiés non traités avec prés d’un tiers (5 rats sur 16 ; p-

150



Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Résultats

value < 0,0001) des animaux qui avaient des plaques de fibrose. Pour les rats irradiés traités,
44% des rats (4 rats sur 9) présentaient des plaques de fibrose avec une p-value < 0,01 par
rapport aux rats non irradiés non traités. Cependant, il n’y avait pas de différence statistique
entre les rats irradiés non traités et les rats irradiés traités. A 12 mois post-irradiation, les rats
irradiés non traités ne présentaient pas de différence statistique avec les rats non irradiés non
traités (2 rats sur 15 avec des plaques de fibrose soit 13% environ). Les rats irradiés traités
présentaient significativement plus de plaque de fibrose avec les rats contrles non irradiés
non traités avec un taux de 40% (4 rats sur 10 ; p-value <0,01). Cependant, il n’y a pas de

différence statistique entre les rats irradiés non traités et les rats irradiés traités (figure 30 B).

C o oo o o o =

Unirradiated untreated: no fibrosis patchs Irradiated : initiation of fibrosis patchs Irradiated : fibrosis patchs
U » — e ——
- -
sm u ,
N SM
\ £ s q . : r- ——
M : B ! 4
) ¥ \ /
D | ~_7
D : |
‘ P, - .
a 5 Sz 5
B % of animals with fibrosic patchesas a c % of ammals.wnh fll?l’OSIC patches. ;.)Iaques asa
. & 5 g s function of time and conditions
function of time and irradiation dose
* %
* %
—— pres x|
—_—— 100 I 1 I 1
100 B Positive
=0 £y m Negative
s 2 g
w S 0 2
T8 g3
EQ s Eg s
&5 G B
o - =
'.6 2 oL
xE ®
0 0
%sbb QG;G‘QG:@Q(? ';?b QG\QG\Q@QG\QG\ Irradiated - - ++ - - ++ - -+ +
& BN g e S Treated - + - + - + -+ - 4+ - +
& &
sb‘ QQ\ 6 mois 8 mois 12 mois
6 months 10 months

Figure 30 : Analyse des plaques de fibrose en fonction de la dose et du temps post-irradiation
A : Représentation de coupe histologique avec a gauche un rat non irradié ne présentant pas
de plaque de fibrose, au milieu un rat présentant un début de plaque de fibrose et a droite un

rat irradié avec une plaque de fibrose. Les plaques de fibrose sont indiquées par les pointillés
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noirs. Les fleches noires indiquent une désorganisation du muscle par 1’envahissement de la
MEC. U= Urothélium; SM= Sous-muqueuse ; D= Détrusor. B : Pourcentage d’animaux
présentant des plaques de fibrose en fonctions de la dose d’irradiation (40-80 Gy) et du temps
post-irradiation (6 et 10 mois). A 6 mois, pour les rats non irradiés le nombre d’animaux est
de 30, pour les animaux 40 Gy le nombre d’animaux est de 15 (les rats issus du traitement par
les CSM n’ont pas été pris en compte), pour les doses de 50 & 80 Gy le nombre d’animaux est
compris entre 4 et 5. A 10 mois post-irradiation le nombre d’animaux non irradiés est de 20,
les rats irradiés pour la dose de 40 Gy est de 10 et les rats pour les doses de 50 a 80 Gy est
compris entre 4 et 5 C : Pourcentage d’animaux présentant des plaques de fibrose en
fonctions du temps et des traitements. A 6 mois le nombre d’animaux pour les rats non
irradiés non traité est de 30. Pour les rats non irradiés traités CSM, le nombre de rats est
compris entre 7 et 10 pour les temps 6, 8 et 12 mois. Pour les rats irradiés non traités a 6, 8 et
12 mois, le nombre de rats est compris entre 15 et 20. Pour les rats irradiés traités, le nombre
de rats est compris entre 8 et 10 pour les temps 6, 8 et 12 mois. Pour les figures C et D, le
pourcentage d’animaux présentant des plaques de fibroses est indiqué en rouge, les animaux

sans plaque de fibrose en vert.

11.3.3 Analyse du nombre de mastocytes a 12 mois

L’objectif est de déterminer si I’irradiation induit une augmentation du nombre de
mastocytes, ces cellules étant décrites comme participant activement a I’inflammation et a la
neuroinflammation. Une coloration au bleu de toluidine pour colorer les mastocytes (figure 31
A), suivie d’un comptage a I’aide du logiciel histolab ont été réalisés sur I’ensemble des
échantillons a 12 mois post-irradiation pour les rats issus du protocole cinétique et effet du
traitement par les CSM. Afin de normaliser nos résultats, le nombre de mastocytes est
rapporté a la surface de la coupe (sans prendre en compte I’urothélium, qui pourrait fausser
nos résultats en raison de I’hyperplasie). Puis une derniere étape de normalisation a éte
réalisée en se basant sur le systéme de fold change. Ce systeme est defini comme le rapport
entre les deux quantités, dans notre cas entre les rats irradiés non traité (référence) et les autres
groupes de rats. Le nombre de cellules par unité de surface a été calculé et un ratio entre les
rats irradiés non traités et les autres groupes a été réalisé suivi d’un test statistique (Anova).

Pour les rats irradiés non traités, une augmentation du nombre de mastocytes (fold

change = 1.5 ; p-value<0.05 + 0.56) par rapport aux rats non irradiés non traités est observée.
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Pour les rats irradiés traités, le nombre de mastocytes semble augmenté, mais n’est pas
significatif (fold change 1.52 £ 0.68 ; p-value = 0.32). En conclusion, aprés irradiation, il y a
une augmentation des mastocytes chez les rats irradiés non traités. Il n’y a pas d’effet
observable du traitement par les CSM aprés irradiation par rapport aux rats irradiés non
traités. Ce résultat pourrait étre dd a une forte hétérogénéité de deux points aux valeurs les

plus élevés.
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Figure 31 : Ratio du nombre de mastocytes par unité de surface a 12 mois pour la dose de 40
Gy.

A : Image de la coloration en bleu de toluidine. Les mastocytes sont indiqués par les fleches
noires. B : Fold change du nombre de mastocyte par millimétre carré, normalisé par rapport aux
rats non irradiés non traités. Pour les rats non irradiés non traités, N= 20. Pour les rats non
irradiés, traités CSM ; N=5. Pour les animaux irradiés non traités, N= 20 et pour les rats irradiés

traités N=10

I1.4 Etude transcriptomique

11.4.1 Isolement des ARN totaux

Les vessies ont été lysees dans du lysis/Binding buffer et a I’aide du Kit mirVana™
(miRNA Isolation Kit, sans phénol de chez Thermofisher® ; ref : AM1561) en respectant le
protocole du fournisseur. La concentration de [1’éluat obtenue est mesurée par

spectrophotométrie a 1’aide du Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific®). Cet appareil
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permet la quantification des acides nucléiques sur des volumes limités, a partir de 1uL. La
concentration et le rapport de pureté sont calculés automatiquement par les formules suivantes
: [ARN] =40 x DO260 x facteur de dilution, R = DO260 / DO280. Le rapport de pureté doit
alors se situer entre 1,7 et 2,1 pour assurer une concentration acceptable de contaminants

protéiques.
11.4.2 Transcription inverse

La transcription inverse a été réalisée avec 1 pug d'ARN a l'aide du kit Applied
Biosystem (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits ; ref : 4374966). Ce kit permet
la conversion de 0,1 a 10 ug d’ARN totaux en ADN. La réaction nécessite 1’utilisation de
tampon RT, de dNTPs (désoxyribonucléotides), d’oligonucléotides (Random Primers) et de la
Multiscribe™ Reverse Transcriptase. Au cours de la réaction, les oligonucléotides s’hybrident
aléatoirement aux molécules d’ARN présentes dans I’échantillon a la température d’annealing
(25°C pendant 10 minutes), puis la Transcriptase inverse synthétise les brins d’ADN
complémentaires a partir des dNTPs (37°C pendant 120 minutes). Aprés un cycle complet, on
considére que la conversion est totale, c’est-a-dire que la quantité d’ARN utilisée (1pug dans

notre cas) a été totalement convertie en ADN (environ 1ug d’ADN).

11.4.3 PCR quantitative en temps réel

Aprés obtention des ADNc, I’expression génique peut étre évaluée par PCR en temps
réel (suivant les recommandations de Applied Biosystems®). Cette technique utilise la
technologie TagMan™ permettant de déterminer la quantit¢ d’ADN synthétisé par détection
de fluorescence. Cette technique repose sur I’utilisation d’une sonde portant un reporter et un
quencher, deux fluorophores. Il est conseillé d’utiliser un géne de référence, également appelé
gene d’entretien, de ménage, s’exprimant sans mécanisme de régulation et permettant donc de
normaliser les résultats et d’écarter les variations d’expression qui ne seraient pas dues au
protocole expérimental et risqueraient donc de fausser les resultats. Dans notre protocole le

gene de menage choisi est la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).
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11.4.4 Génes étudiés

Résul

tats

Afin d’évaluer les variations d’expression des geénes impliqués dans le développement

de la cystite radique chronique et notamment la mise en place de I’inflammation et de la

fibrose, nous avons réalisé des PCR quantitatives sur les vessies prélevées au cours du projet.

Toutes les amorces proviennent de chez Life Technologies® (voir tableau 12).

Tableau 12 : Récapitulatif des amorces utilisées pour la g°PCR

Catégorie Nom du géne Abréviation Référence
Chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 Rn00580555 m1
Chimiokine
Chemokine (C-C motif) ligand 5 CCL5 Rn00579590 _m1
Interleukine 1 beta IL1 B Rn00580432_m1
Cytokines pro -
] ] Interleukine 6 IL6 Rn01410330_m1
inflammatoires
Tumor Necrosis factor TNFa Rn00562055_m1
Hypoxie Hypoxia-inducible factor 1-alpha HIF la Rn01472831_ml
Néo Vascular endothelial growth factor
o VEGFa Rn01511602_m1
vascularisation alpha
Régeénération )
R Epidermal Growth Factor EGF Rn00563336_m1
épithéliale
Small Mothers Against SMAD 3 RN00565331_m1
Fibrose Decapentaplegic homolog 3
Transforming growth factor beta 1 TGFp1 Rn00572010_m1
Collagéne de type 1, alpha 2 Colla2 Rn01526721_m1
Matrice Extra Collagéne de type 3, alpha 1 Col3al Rn01437681_m1l
Cellulaire Chondroitin sulfate proteoglycan 4 Cspg 4 Rn00578849 m1
Métalloprotéase 2 MMP 2 Rn01538170_m1
Métalloprotéase
Meétalloprotéase 3 MMP 3 Rn00591740 m1
o Tissue Inhibitors of
Inhibiteur de _ TIMP 1 Rn01430873 g1
MetalloProteinases 1
métalloprotéase i __
Tissue Inhibitors of
TIMP 4 Rn01459160 m1

MetalloProteinases 4
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11.4.5 Etude transcriptomique sur les génes liés a

I’inflammation, a la régénération et a la fibrose.

L’objectif de [’étude transcriptomique est de pouvoir analyser 1’évolution des
différents parametres (inflammation, régénération et fibrose) et ainsi mieux comprendre les
mécanismes mis en place dans la CRC. Pour le moment, seuls les temps 3, 4 et 6 mois ont été
réalisés sur les rats 40 Gy issus du protocole effets dose. L’efficacité du traitement par les

CSM n’a pas encore été évaluée.

A 3 mois, nous avons observé une augmentation de 1’expression de CCL2 (2,5 fois
plus, p-value<0.05) et de CCI5 (7 fois plus, p-value<0.001). A 6 mois, seul CCI5 est
surexprimé (5 fois plus, p-value<0.05), (figure 32). Nous avons également évalué
I’inflammation par la mesure de 1’expression de génes de cytokines pro-inflammatoires. A 3
mois, I’expression du géne TNFa est augmentée de 7,5 fois et I11B de 9,5 fois pour les rats
irradiés a 40 Gy comparés au témoin (p-value<0,0001). A 4 et 6 mois pour le TNFa il n’y a
pas de différence d’expression des genes. En revanche, a 6 mois, IlI-1p est surexprimé (7 fois

plus que les témoins, p-value<0,001) ainsi que I’TIL6 (8 fois plus, p-value < 0.01) (figure 32).

Nous avons investigué si I’inflammation est corrélée a une hypoxie tissulaire. Pour
cela nous avons étudié I’expression du géne HIF1a (Hypoxia-Inducible Factor-1a)) et VEGFa,
(Vascular Endothelial Growth Factor). VEGFa favorise I’apparition de nouveaux vaisseaux
sanguins afin de lutter contre I’hypoxie. Nous avons également mesuré I’EGF (Epithélium
Growth Factor), qui favorise la régénération des tissus et en particulier des épithéliums
comme I’urothélium. A 3 mois, VEGFa est 6 fois plus exprimé et EGF est 6,5 fois plus
exprimé chez les rats irradiés a 40 Gy (p-value<0,01). A 6 mois seul HIFla est surexprimé
(15 fois plus, p-value<0.0001) (figure 32).

Le remodelage de la Matrice extra cellulaire (MEC) a été étudié. A 3 mois, les génes
MMP2 (5,5 fois plus, p-value<0,0001), TIMP1 et 2 (6,5 fois plus, p-value<0,0001), TIMP4
(4,5 fois plus, p-value<0,0001) sont surexprimés. A 4 mois post-irradiation, le géne MMP3
est surexprimé (6 fois plus, p-value<0,0001). A 6 mois seul TIMP4 est surexprimé (4,5 fois
plus, p-value<0.001) (figure 32). La fibrose a été étudiée au niveau de 1’expression des genes
Cspg 4 (Chondroitin sulfate proteoglycan 4), Col3al (collagéne 3 alpha 1), Colla2 (collagéne
1 alpha 2). Cette étude a ¢ét¢ complétée par la mesure de 1’expression des genes TGFf 1,

SMAD3. A 3 mois les génes Cspg4 (9 fois plus, p-value<0,001), Col3al, Colla2, (7 fois
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plus,p-value<0,0001) et TGFP 1 (7 fois plus, p-value<0.0001) sont surexprimés. Seul SMAD

3 est inhibé a 3 mois (presque plus exprimé, p-value<0.05). Pour I’ensemble de ces génes

(hormis MMP3) Il n’y a pas de différence significative d’expression a 4 et 6 mois (figure 32).
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Figure 32 : Etude transcriptomique des génes liés a l'inflammation, la régénération et a la

fibrose
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Discussion

L’objectif de cette étude est d’approfondir les connaissances sur les mécanismes de la
CRC par la mise en place d’un mode¢le de cystite radique chronique chez le rat et de proposer
un traitement innovant par thérapie cellulaire. La premiére étape a été¢ d’obtenir des atteintes
de la vessie proche de celles observées chez I’homme pour étudier I’action du traitement par
les CSM issues du tissu adipeux sur les mécanismes impliqués dans la CRC. Le but était de
définir si la thérapie cellulaire utilisant les CSM est une alternative thérapeutique.

I Apport du modéle d’irradiation par rapport a la littérature

I.1 Configuration d’irradiation

Il existe divers modéles précliniques de CRC dans la littérature. La dose, les
protocoles d’irradiation, les appareils et les parameétres utilisés sont variés. Dans la majorité
des études antérieures, la configuration de l'irradiation entrainait I'exposition de la zone
abdominale et donc ’irradiation d'autres organes comme le colon ou la prostate. Ces organes
irradiés pouvaient interagir sur certaines mesures comme les hématuries. La source
d'irradiation dans les modéles précliniques (électron ou neutron) influe sur la sévérité des
Iésions (Stewart et al. 1986), l'irradiation par électron induisant moins de dommages.
L'irradiation avec des électrons a été réalisée a 1,8 MeV alors que l'irradiation avec des

neutrons a une énergie plus élevée (3 MeV).

Pour nos expérimentations précliniques, nous avons utilisé le Small Animal Radiation
Research Plateforme (SARRP) permettant de cibler précisément une zone voulue a 1’aide
d’un scan et de délivrer la dose exacte a I’aide d’un ou plusieurs faisceaux. Le SAARP utilise
des rayons X de base énergie (220 kV), proche de celle utilisée dans les scanner thoraciques.
Le SARRP est couplé a une imagerie scanner et permet d’éviter que le colon soit irradié. Il
s’agit ici d’une amélioration importante par rapport aux mod¢les d’irradiation a champ large.
Dans les études de Stewart et al., la dose au cblon était estimée a environ 60 % de la dose

maximale dans la vessie ce qui a entrainé un développement d’une fibrose rectale entre 12 et
158



Brossard clément — Thése de doctorat — 2022 Discussion

16 mois apres l'irradiation (Stewart et al. 1978).Les études récentes utilisant la plateforme
SARRP ont permis I’irradiation uniquement de la vessie (Zwaans et al. 2016; Zwaans et al.
2020). Basée sur ces études récentes et pour induire la cystite radique chronique, nous avons
choisi une irradiation en dose unique a 40 Gy (2 Gy/min 220 kV et 13 mA) de la vessie
entiere (avec deux faisceaux) réalisée au moyen du SARRP avec comme modeéle animal le rat
Sprague Dawley femelle. Dans notre étude, deux faisceaux d’irradiation sont placés avec un
angle de 90 a 120° afin d’éviter d’irradier le c6lon, la moelle épiniére et les os des membres
inférieurs. Notre méthode d’irradiation est proche de celle utilisée chez Zwaans qui utilise
aussi deux faisceaux a 140°. Notre modele se positionne donc dans les études les plus
innovantes et la configuration d’irradiation proche des études de Zwaans permet une
comparaison de nos résultats. Dans notre modele, nous avons amélioré le positionnement de
nos animaux par rapport aux autres protocoles. Les rats sont placés sur le dos avec les
membres inférieurs relevés a la verticale formant un angle d’environ 90°. Cette position
permet de faire redescendre naturellement les intestins et permet de minimiser le risque de les
irradier. Nous avons choisi des rats femelles afin de ne pas avoir la prostate dans le champ

d’irradiation.

1.2 Justification du modele animal utilisé pour la CRC

La cystite radique a été étudiée chez la souris, le rat et le lapin. La majorité des études
ont été réalisees chez la souris, deux souches différentes de souris ont été utilisées, les souris
CH3 et CBA. La différence entre ces deux souches de souris est que les souris C3H sont
déficientes en TLR 4 (toll like receptor 4), qui joue un réle important dans I'inflammation.
Cependant, il convient de noter que les souris de la souche C3H développent une cystite
radique similaire aux souris de la souche CBA. Il existe trés peu d’étude sur le rat. Dans la
littérature ce modele a été développé par Knowles et al., (Knowles 1985), Vale et al., (Vale et
al. 1993), Crowe et al., (Crowe et al. 1996), Soler et al, (Soler et al. 2011). Les inconvénients
de ces études sont une cinétique d'étude courte et une configuration d'irradiation non ciblée
uniquement sur la vessie. A notre connaissance, seuls Kohler et al., avaient développé un
modele de CRC chez le lapin (Kohler et al. 1992; Kohler et al. 1995). L’avantage de ce
modele est de pouvoir irradier uniguement une zone de la vessie. Cependant, les mécanismes

sous-jacents de la CRC ne sont pas étudiés.
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L’utilisation de rat pour notre étude et non de souris (comme la majorité des modeles
pré-cliniques de CRC) se justifie par I’utilisation des CSM pour le traitement. En effet les
CSM de rat ont des caractéristiques plus proches des CSM humaines comparées aux CSM de
souris (Johnson et al. 2021; Scuteri et al. 2014).

1.3 Les limites de notre modéle

1.3.1 Effets secondaires aigus

Dans notre modeéle, plusieurs effets secondaires ont été relevés. Une Iégere dépilation
au niveau de la zone d’irradiation a été notée, sans gravité pour ’animal. Ce résultat est
attendu pour une dose d’irradiation de 20 Gy (dose pour un faisceau). Dans de tres rares cas,
pour des doses d’irradiation supérieure a 60 Gy, une lésion de la peau était visible. Ces Iésions
n’ont jamais entrainé d’effet indésirable important et disparaissaient apres une a deux

semaines.

1.3.2 Les effets secondaires de I’irradiation sur I’utérus

Des lésions ont été observées sur 1’utérus de quelques rats. Suivant les expériences, le
taux d’irradiation de 1’utérus a grandement varié, allant de 1,5 a 15%. L’utérus était alors
extrémement gonflé et rempli d’un liquide riche en leucocytes. A la palpation, aucune masse
n’était visible ni palpable. De plus, les animaux ne montraient aucun signe de souffrance,
méme durant les palpations. Cette particularité a empéché tout diagnostic précoce et n’a été
révélée que lors de I’euthanasie. Ces atteintes ne semblaient ni liées a la dose d’irradiation ni
au temps post-irradiation, mais pourrait étre fortement corrélées a la position des faisceaux
d’irradiation. En effet, plusieurs études démontrent des atteintes de I’utérus a partir de 20 Gy,
ce qui correspondrait a la dose d’un de nos faisceaux d’irradiation (Burleson et al. 2019;
Mukanyangezi et al. 2019). Cette hypothese est renforcée par 1’observation que pour certains
de nos animaux, seule une des deux cornes utérines était concernee. Il s’agit ici d’une réelle
limite de notre modele. Cette atteinte de ’utérus n’a jamais été décrite dans la littérature, ce
qui parait plus qu’étonnant puisque des atteintes du colon ont été observées, or ’utérus se
situe entre la vessie et le colon. Il est donc impossible de savoir si les autres modeles

présentaient des Iésions a 1’utérus. L’utilisation du SARRP rend le protocole d’irradiation
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précise, fiable et reproductible. Sur ce point, il est difficile d’optimiser plus le protocole.
Cependant, comme noté précédemment des 1ésions de 1’utérus sont visibles. Pour limiter ces
conséquences, il est possible de placer un espaceur entre la vessie et I’'utérus. Ainsi la distance
entre ces deux organes sera plus grande 1’utérus devrait étre moins touché par les faisceaux

d’irradiation limitant les effets secondaires.

1.3.3 Les tumeurs mammaires inhérentes aux rats Sprague Dawley

Une derniere limite inhérente a notre modele sont les tumeurs mammaires. Les rats
femelles Sprague Dawley sont réputés pour la formation de tumeurs mammaires. Au cours de
leur vie, presque 50% des femelles Sprague-Dawley développent des tumeurs mammaires et
ce taux augmente a plus de 90% en cas d’irradiation (Gross and Dreyfuss 1979; Muraoka et
al. 1977; Prejean et al. 1973). Dans notre étude, seuls 15% de nos rates ont développé une
tumeur mammaire, ce qui est un taux relativement faible. De plus, la localisation des tumeurs
mammaires n’était pas corrélée avec la position du faisceau d’irradiation. Seul un changement
de la souche de rats pourrait significativement diminuer la fréquence des tumeurs. Une autre
souche pourrait étre envisagée comme les rats Wistars. Les autres souches de rats présentent
souvent des maladies auto-immunes, de I’hypertension ou des phénotypes spécifiques qui
pourraient interférer avec la CRC. Dans notre modéle nous avons préféré utiliser les rats
Sprague Dawley, car cette souche est caractérisée pour la production des CSM et leur
utilisation pour le traitement des atteintes colorectales lors d’une irradiation pelvienne (Linard
et al. 2013; Usunier et al. 2021).

1.4 Le choix de la dose

Une gamme de doses a été réalisée pour déterminer la dose optimale pour induire la
CRC. Cette gamme a été réalisée de 20 a 80 Gy (par incrémentation de 10 Gy) avec un suivi
de 6 mois pour les doses de 20 et 30 Gy et jusqu’a un an pour les doses de 40 a 80 Gy. Dans
notre étude nous avons choisi d’étudié la présence de sang dans les urines pour caractériser la
CRC. Les hématuries sont un des symptomes de réference pour grader les signes cliniques

chez les patients, c’est pourquoi, dans notre étude, nous avons retenu d’étudier les hématuries.
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L hématurie mesurée s’est avérée significativement plus élevée a partir de 40 Gy. De
plus, pour les doses supérieures a 60 Gy, les hématuries sont devenues trop délétéres pour les
animaux et ceux-ci ont di étre sacrifiés & 10 mois post-irradiation. La dose de 40 Gy semble
étre le meilleur compromis entre 1’apparition des symptomes et le suivi a long terme de nos
animaux. Cette dose est cohérente avec la littérature qui utilise des doses entre 20 et 40 Gy.
Dans 1’étude de Zwaans leur premiére publication utilisait une dose de 20 Gy et leur
deuxiéme étude une dose de 40 Gy (Zwaans et al. 2016; Zwaans et al. 2020).

1.5 Le choix de la cinétique

La phase aigué est caractérisée par une diminution de la capacité vesicale
(augmentation de la fréquence de miction et diminution du volume par miction) associée a
une perte d’intégrité de 1’urothélium (Erosion, diminution des jonctions serrées et de
I’uroplakine III), de I’inflammation (médié par TNF-a) associée a de I’hypoxie (augmentation
de I’expression de SOD-2 et HO-1), des Iésions vasculaires (augmentation de I’expression de
Cox-2) et de la fibrose (Augmentation de I’expression de TGF-f3 et de la fibrose). La durée de
la phase aigué est variable suivant les modeles (de 0 a 2 mois aprés I’irradiation), voire le
tableau 13 (Jaal et al. 2004; Jaal and Dorr 2006c, 2006b, 2006a, 2010; Kowaliuk et al. 2020;
Krischak et al. 2021; Zwaans et al. 2021).

La phase de latence correspond a une disparition des lésions observées durant la phase
aigué. La durée de cette phase dépend de la durée de la phase aigué et se situe entre 1 mois et
6 mois post-irradiation (Kraft et al. 1996; Lundbeck et al. 1989b; Post et al. 1995; Vale et al.
1993).

La phase chronique se caractérise par la résurgence des lésions observées durant la
phase aigué. Une perte de la capacité fonctionnelle de la vessie est observée, caractérisé par
une augmentation de la fréquence des mictions et une diminution du volume par miction, des
atteintes de I’urothélium (hyperplasies, diminution de I’uroplakine Ill, relocalisation de I’E-
cadherine), une inflammation (médié par IL-6, IL-1B, TNF-a, plus un recrutement des
mastocytes) et une neuro-inflammation (augmentation de la substance P et dégénérescence
des fibres non myélinisees), des atteintes vasculaires (hémorragies, télangiectasies) et de la
fibrose (en relation avec une augmentation de I’expression de ’aSMA et de CTGF). Le début
de la phase chronique dépend des études et varie de 3 a 6 mois post-irradiation (Jaal et al.
2004; Jaal and Dorr 2006¢, 2006a, 2007, 2010; Vale et al. 1993; Zwaans et al. 2016; Zwaans
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et al. 2020; Zwaans et al. 2022). Il est important de noter que la seule étude utilisant le

SARRP a une phase chronique qui débute a partir de 6 mois post-irradiation, voir le tableau
13 et 14.

Tableau 13: Observation des lésions en fonction de la phase de la CRC dans la littérature

Phase aigué

Phase de latence

Phase chronique

Temps

0-2 mois

1-6 mois

Initiation entre 3-6 mois

Fonctionnalité

de la vessie

Augmentation de la fréquence urinaire

Diminution du volume par miction

Restauration de la capacité

vésicale

Augmentation de la fréquence urinaire

Diminution du volume par miction

Atteintes de

Erosion de 'urothélium

Diminution des jonctions serrées (E-cad et ZO-1)

Restauration de 1’urothélium

Restauration  des  jonctions

Hyperplasie (avec augmentation des cellules en
prolifération)

Augmentation avec relocalisation de 1’E-cadherine dans

I’urothélium serrées
o le cytoplasme
Diminution de ’uroplakine 111 ) )
Restauration de I'uroplakine Il Diminution de ’uroplakine 11
Augmentation d’IL-6, IL-13, TNF-a
Inflammation  Augmentation TNF-o, SOD-2 et HO-1 Pas de donnée
Augmentation des mastocytes
Neuro- Augmentation de la substance P
. ) Pas de donnée Pas de donnée
inflammation Dégénérescence des fibres non myélinisées
Lésions  vasculaires  pales,  hémorragies et
Lésions . o s .
. Augmentation de Cox-2 Diminution de Cox-2 télangiectasies
vasculaires
Fuite d’albumine autour des vaisseaux sanguins
. Augmentation de I’aSMA et de CTGF
_ Augmentation de TGF-p S )
Fibrose Diminution de la fibrose Augmentation de la fibrose (avec augmentation des

Augmentation de la fibrose

collagénes)
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Tableau 14: Observation détaillée des différentes phases de la cystite radique en fonction des études

Phase | Initiation
Auteur Modele Dose Source d'irradiation Temps de I'étude Résultats principaux Phase aigué de Phase
latence | chronique
Souris femelle . . .
Lundbeck F C3D2F1 Dose unique Diminution de 50% de la capacité vésicale en aigué (<30 jours), puis phase de 0-30 jour 39 jours | 200 jours
(Lundbeck et - Rayon X 250 kV lan S . N : (premiers a 200 et plus
(C3HITifx 20 Gy latence puis réponse chronique aprés 200 jours. . - .
al. 1989b) mois) jours (6,5 mois)
DBA/2)
La premiére réduction de la capacité vésicale se développe a environ 4 semaines, et
la seconde débute a 3-4 mois et a persiste jusqu’a 6 mois.
Vale J.A Dose unique . N
(Vale et al. Ratfemelle | , " 0”12 5q o | RAYONS X Pantak 300 kV et 10 6 mois Augmentation de la densité des mastocytes & 6 mois (non statistiue) 4semaines | Dela3 | 5, .
Wistar e~ mA, 1,72 Gy/min . . L (1 mois) mois
1993 25 Gy Augmentation de la fibrose (dans 50% des rats) avec dégénérescence focale des
cellules musculaires lisses.
Dégénération des fibres non myélinisées
1 2eta . . Augmentation de la fréquence en phase aigué les 4 premiéres semaines, et tardif a De 4
, 2 et 4 semaines aprés tir de 15 a4 37 i ti llealad eda
Post G.J avec . . et sem é partir de 15 & 37 semaines (proportionnelle & la dose) 15
Stewart Sg;::/sl_{:;nﬂ? dDeolsg ulryq'z“'g Rayons X 250 kV, filtrés a 0,5 melnlsraz(ﬂ':;'f)uns pl']','; 61 4 semaines sen:gine semaines
(Post et al. ‘oL | mm Cu, al5 mA, 2,1 Gy/min . €5 Jusqu Réduction du volume par miction entre 52 et 56 semaines pour 25 Gy. (1 mois) N (presque 4
1995) nu+ 22.5, et 25 Gy semaines (irradiation lors s(la4d mois)
de la semaine 4 ou 12) o . . mois)
Diminution du volume total de la vessie en fonction de la dose
Dérr W Souris femelle Dose unique msilg?[:aIécl)z?l'tlizeo(/égi?;g(_ Diminution du volume urinaire en fonction du temps et en fonction de la dose. Plus | 13 et 18 Gy 200 iours
(Dorr and 13, 16, 18, 20 I . 0 a 360 jours la dose est faible et le fractionnement important plus les lésions chroniques sont 30 jours (1 Jour
Bentzen 1999 C3H/Neu et 23 G Ray Corp., Fairview Village, tardives mois) (6,5 mois)
Bentzen 1999) y PA) 300KV, 5,3 Gy/min
Réduction de la capacité de la vessie de 50 % chez 40 % des animaux irradiés entre
les jours O et 15, 64 % des animaux entre les jours 16 et 30. En tardif, 71% des
Seifert Isovolt 320/20 x-ray animaux présentions une réduction de la capacité vésicale apreés le 180e jour
Jaal J Souris femelle | Dose unique | machine (Seifert X-Ray Corp., 90, 120, 1§0' 240 et 3.60 ler mois 1a6 180 jours
dadl et l. C3H/Neu de 20 Gy Fairview Village, PA) 200kV (phase de réponse tardive) - - ] - - ler mois mois (6mois)
2004 085G }min ' aprés l'irradiation Augmentation de I'expression d'lCAM au deuxiéme jour, avec un maximum au
' Y quatriéme jour et un retour aux valeurs de contrdle au jour 13. Augmentation
permanente du signal de coloration de I''CAM-1 a été observée dans la phase
tardive, du 90e au 360e jour apres l'irradiation.
Jaal J Seifert Isovolt 320/20 x-ray 22542g ’ ;f ‘.33;51(6 ’é?(’)czez)’
Souris femelle | Dose unique | machine (Seifert X-Ray Corp., 120, 32 ) p ' Augmentation de I'expression de COX-2 dans la paroi des vaisseaux sanguins . 1a3 90 jours
Jaal and Dorr C3H/Neu de 20 Gy Fairview Village, PA) 200kV, puis aux jours 90, 120, durant la phase précoce (4 a 16 jours), mais pas dans la phase tardive ler mois mois (3mois)
2006b) J | 180, 240 et 360 (tardif) '

0,85 Gy/min

aprés l'irradiation
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. : 2,4,7,10, 13, 16, 19, 22, | Diminution des cellules superficielles en phase précoce (jour 0 a 31) jusqu'au début
Jaal J . . Self_e rt ISO\{O“ 320/20 x-ray 25, 28, 31 jours (précoce), de la phase tardive (90 a 120 jours), perte progressive de I'expression de R .
Souris femelle | Dose unique | machine (Seifert X-Ray Corp., - - , - X 1 s e . la3 90 jours
(Jaal and Dorr C : puis aux jours 90, 120, | I'Uroplakine 111 a la surface des cellules corrélé a la perte des cellules superficielles, ler mois - -
C3H/Neu de 20 Gy Fairview Village, PA) 200kV, - . . ) - . , . mois (3mois)
2006¢ 085 Gy/min 180, 240 et 360 (tardif) mais augmentation de I'expression cytoplasmique de I'Uroplakine 11 dans les
' Y aprés l'irradiation cellules superficielles jusqu'au début de la phase tardif (120 jours)
Jaal J ) ) Seifert Isovolt 320/20 x-ray 90, 120, 180, 240 et 360 | Infiltration de I'albumine autour des petits vaisseaux sanguins en phase précoce et . )
(3aal and Dorr Souris femelle | Dose unique | machine (Seifert X-Ray Corp., (phase de réponse tardive) tardive 1er mois 143 90 jours
C3H/Neu de 20 Gy Fairview Village, PA) 200kV, P e roponse & mois (3mois)
2006a) . apres l'irradiation . L R .
0,85 Gy/min Augmentation du dépot des collagénes dans la vessie
Diminution du nombre de cellules total de I'urothélium a 13 jours, suivis d’une
légére récupération le jour 22 et d’une deuxiéme diminution de 49% a 31 jours.
Diminution du nombre total de cellules a 90 et 120 jours avec une restauration
Seifert Isovolt 320/20 x-ray apparente de I’urothélium au jour 180. En revanche, au jour 360, une augmentation
Jaal J
Jaal and Dorr Souris femelle | Dose unique | machine (Seifert X-Ray Corp., de 0 4360 iours du nombre total de cellules a été observée (143%). Pas de changement de Ler mois la3 90 jours
(72010 C3H/Neu de 20 Gy Fairview Village, PA) 200kV, J I'expression de Ki67 jusqu'a j35, puis augmentation jusqu'a j360. Augmentation de mois (3mois)
2010) 0,85 Gy/min l'expression d’EGFR jusqu'a j 360. Augmentation de I’expression urothéliale de
I’EGFR (dans les cellules basales) qui précede la restauration urothéliale, ce qui
indique une contribution du systtme EGF/EGFR a la prolifération et a la
différenciation urothéliales
Zwaans B M Small Animl Radiation Augmentation de la fréquence urinaire avec diminution du volume par miction 2as L0
M Souris femelle | Dose unique Research Plateforme 19 semaines Augmentation de la fibrose semaines (2 2a5 semaines
%nggri%et al. C3H/HeN de 20 Gy (SARRP), 21G3yr¢]r'2\|n 220kVet Diminution de I'expression d’Upk III, de 'E-cadhérine et de CD31, hyperplasie mois) mols (5 mois)
Augmentation des mastocytes
Augmentation de I'E-cadhérine et de la -caténine en phase précoce, puis
Dose unique YXLON MG325 X ray, diminution a la fin de la phase précoce pour la 3-caténine seulement (30 jours).
de 23 Gy. (YXLON International Augmentation en phase chronique de I'E-cadhérine avec un plateau a 240 jours avec
Krischak Souris femelle Traitement a GmbH, Hambourg, 12 mois (analyse une fois relocalisation dans le cytoplasme. Augmentation de la -caténine qu'a partir de 180 1246 180 fours
Krischak et al. base de Allemagne), 200 kV, 20mA, yS jours de la avec un plateau a 240 jours. En phase précoce la thalidomide augmente ler mois . Jou
C3H/Neu - ; A par mois) - . . L - mois (6 moais)
2021) thalidomide vessie a 0,9 cm du champ plus rapidement I'expression de I'E-cadhérine et de la B-caténine pour arriver au
(inhibiteur de d’irradiation 1Gy/min a une méme plateau que les irradiés, En phase chronique augmentation de I'expression de
la voie NF-«xB) distance de 45,5 cm I'E-cadhérine avec expression plus forte sur la paroi cellulaire, peu de différence
pour la B-caténine
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Dans notre modeéle, les études transcriptomiques sont en faveur d’une inflammation a
3 mois post-irradiation accompagnée d’une augmentation de 1’expression des genes liés a la
régénération et la réparation tissulaire (EGF, VEGFa, collagénes, MMP et TIMP), (voir
tableau 15). Ces resultats sont cohérents avec la littérature qui démontre une inflammation
dans les premiers mois aprés irradiation ainsi qu’une érosion de 1’urothélium et une
augmentation de TGF-B (Giglio et al. 2016; Oscarsson et al. 2017; Ozbilgin et al. 2016b)
accompagnée d’une dénudation et d’une perte des jonctions serrées (Jaal and Dorr 2006¢).

Nos résultats a 4 mois post-irradiation, ne permettent pas d’observer des lésions en
HES. De plus, notre étude transcriptomique ne révele pas de variation de 1’expression des
genes liés & I’inflammation, a la régénération et a la fibrose (hormis MMP3). Ces résultats
suggerent une phase silencieuse de la cystite radique a 4 mois.

A 6 mois post-irradiation, une seconde phase d’inflammation est observée avec la
surexpression des génes CCL5, IL-1p, 116 et HIF1a. Les genes liés a la régénération et a la
fibrose ne sont pas significativement augmentés (hormis TIMP4). De plus, les observations
histologiques sont en faveur d’une augmentation des atteintes urothéliales (hyperplasie,
uroplakine) a partir de 6 mois qui augmentent avec le temps. Ces résultats sont en accord avec
la littérature (Jaal and Dorr 2006¢, 2006b, 2006a, 2010; Krischak et al. 2021; Zwaans et al.
2021).

Ces observations en accord avec a la littérature sont en faveur d’une fin de la phase
aigué a 3 mois post-irradiation suivis d’une phase de latence entre 4 et 6 mois, puis a 6 mois
post-irradiation une initiation de la phase chronique. Ces hypothéses sont renforcées par
I’étude de Zwaans et al., de 2016 qui utilise le méme modele d’irradiation (SARRP) et
observe I’apparition de la phase chronique a partir de 5 mois. Il semble que I’irradiation ciblée
de la vessie dans son intégralité ait un effet protecteur en retardant 1’apparition de la phase

chronique par rapport aux irradiations abdominales.

Tableau 15: Observation des lesions en fonction de la phase de la CRC dans notre étude

Phase aigué Phase de latence Phase chronique
Temps 0-3 mois 3-6 mois Initiation a partir de 6 mois
Atteintes de Hyperplasie
I’urothélium Pas de donnée Pas de donnée Diminution de I’'uroplakine I11
Inflammation Augmentation de I’expression de TNF-o, Diminution de TNF-o, CCL2, Augmentation d"IL-6, IL-1B, CCLS5 et HIF-1a
CCL2, IL1B, IL1B, Augmentation des mastocytes (12 mois)
Lésions vasculaires  Pas de donnée Pas de donnée Lésions vasculaires, hémorragies

Diminution de I’expression de Augmentation de TIMP4
TGF-B1, Cspg4, Collageéne3 et 1,
MMP2 et 3, TIMP 1 et 4

Fibrose Augmentation de TGF-B1, Cspg4, Collagéne3

et 1, MMP2, TIMP 1 et 4, mais pas de fibrose Augmentation de la fibrose
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I. 6 Les parameétres analysés

Les atteintes de 1’urothélium, 1’inflammation, les 1ésions vasculaires et la fibrose sont
les principaux mécanismes impliqués dans la CRC. Dans notre étude, nous nous sommes
principalement focalisés sur les atteintes de 1’urothélium et du compartiment vasculaire. En
effet, I’'urothélium est un point clé de I’initiation et du maintien de la CRC et les hématuries

sont un elément clé pour grader la CRC en clinique.

Il Caractérisation de la cystite radique chronigue dans notre modeéle
d’étude

I1.1 L’hématurie, un marqueur de la cystite radique chronique

L’objectif est de se placer dans des conditions proches de la clinique, il est donc
primordial d’étre a la dose minimale pour induire des effets chroniques. Dans notre étude
nous avons mis en évidence, pour la premiére fois, des hématuries. L’intensité des hématuries
mesurée est proportionnelle a la dose recue a la vessie. Nous avons retenu, la dose de 40 Gy,
car elle permet d’induire des hématuries sans entrainer des 1ésions délétéres pour I’animal
comme observé pour des doses plus fortes. C’est cette dose qui a été choisis pour tester les
effets des CSM sur la CRC. A notre connaissance il n’existe pas d’autre étude sur les
hématuries chroniques dans les modeéles précliniques de cystites radiques ou dans des modeles
de cystite interstitielle et hémorragique. Les protocoles pour induire des hématuries dans les
modeles pré-cliniques sont réalisés par instillation de cyclophosphamide ou de kétamine ou
d’autre agent irritant, comme pour I’induction de la cystite interstitielle. L’induction
d’hématuries est alors de ’ordre de quelques jours. L’analyse des hématuries a été réalisée
avec des bandelettes urinaires. Des tests complémentaires peuvent étre réalisés comme la
mesure de 1’hémoglobine. Cette mesure est complémentaire a 1’hématurie, car elle va
quantifier les hématies qui ont été hémolysées, ce qui semble étre le cas dans la CRC puisque
que de I’albumine (un autre composé des hématies) est retrouvée autour des vaisseaux
sanguins et potentiellement dans les urines (Jaal and Dorr 2006a). L’analyse de
I’hémoglobine a haut débit est possible dans notre institut. L’utilisation du Konelab (un

appareil d’analyse biochimique) permet de quantifier I’hémoglobine par spectrométrie apres
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réaction avec du 3,3'-diméthylbenzidine en présence d’H202 (Assoumanou and Akpona
2011). Cette technique permet une analyse quantitative précise de I’hémoglobine.

Les lésions vasculaires observées par cytoscopie, bien que non significative,
démontrent une tendance a la diminution des lésions vasculaire et confortent la validité de
notre modéle et I’intérét de 1’étude des hématuries et des Iésions vasculaires (Hoang et al.
2019). Chez les patients atteints de CRC avec des hémorragies, de tres nombreuses lésions
vasculaires sont visibles en cystoscopie. Des télangiectasies, des érythémes des cedémes et des
hémorragies, des ulcérations, des fistules voir de la nécrose sont décrites. Dans notre modeéle,
des lésions vasculaires ont été mises en évidence par la cystoscopie chez les rats irradiés avec
une persistance a 12 mois post-irradiation. Cependant, 1’utilisation d’un cystoscope pour le rat
n’est pas sans danger. Il n’existe pas de cystoscope spécialement adapté pour le rat et la taille
minimale trouvée sur le marché (chez Karl Stroz) peut s’avérer juste. Dans notre étude, a
plusieurs reprises 1’introduction du cystoscope a entrainé la déchirure de I’urétre ou quelques
lésions sur la vessie (facilement distinguable et enlevé des études). A cause de cette limitation
technique, un suivi longitudinal des animaux n’a pas pu étre réalisé, ce qui aurait pu fournir
des informations trés importantes sur 1’évolution des atteintes vasculaires. C’est pour cette
raison que cette méthode n’a été utilisée qu’en point terminal. Seuls 3 rats par groupe ont été
utilisés, car les éventuelles lésions provoquées par le cystoscope pourraient ressortir sur les
autres parametres étudiés et ainsi fausser les mesures. Actuellement, un cystoscope plus petit
(0,6 mm) (qui n’était pas disponible lors de nos expériences pour raison réglementaire)
permettrait d’éviter de créer des Iésions. De plus, cet appareil assurerait un suivi longitudinal

des lésions vasculaires et ainsi de mieux comprendre les processus mis en jeu.

I1.2 L’urothélium, un acteur majeur de ’apparition de la cystite radique

chronique.

Les 1ésions de 1’urothélium sont a I’origine de la détérioration des tissus sous-jacents,
c¢’est donc un processus fondamental de la progression de la cystite radique.

La diminution de 1’uroplakine Ill entrainerait une réduction de I’imperméabilité
vésicale et augmenterait ’infiltration de 1’urine, notamment certains métabolites comme le
potassium (Parsons et al. 1994; Parsons et al. 2005; Parsons 2011), participant a

I’inflammation. Dans notre modé¢le, la diminution de ’uroplakine Il débute a 8 mois et
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s’accentue jusqu’a 12 mois post-irradiation. Ces résultats sont en accord avec les résultats de
Zwaans bien que la diminution de I’uroplakine soit observée a des temps plus précoces (3 a
19 semaines) post-irradiation (Zwaans et al. 2016). D’autres études ont montré une
diminution des jonctions serrées comme 1’E-cad renforgant I’hypothése d’une augmentation
de la perméabilité urothéliale apreés irradiation (Zwaans et al. 2016). Les protéines de jonction
cellulaire comme 1’E-cadhérine ou Zona Occludens 1 ont aussi un rdle essentiel. Bien que des
études demontrent une relocalisation de ces protéines de la membrane cellulaire au
cytoplasme, soutenant la diminution de la perméabilité, celle-ci n’a pas été encore étudiée
dans notre modele. Des analyses immunohistochimiques sur ces deux protéines apporteraient
des données supplémentaires sur les mécanismes de la CRC. L’efficacité des CSM sur ce
paramétre renforcerait 1’hypothése d’une protection de I’imperméabilité urothéliale. Dans les
différentes cystites, une perte de la couche de GAG est visible en participant a la perte de la
perméabilité. Dans la CRC aucune étude n’a été réalisée. Une étude avec une coloration PAS
(Periodic Acid Shiff) permettrait de déterminer s’il y a une diminution des GAG apreés

irradiation et si les CSM permettent de maintenir cette couche.

Des études complémentaires sur 1’imperméabilité de 1’urothélium pourraient étre
investiguées. Une mesure de la résistance électrique transépithéliale est concevable.
Normalement, la résistance de 1’urothélium est tres élevée avec 2500 Q/cm? pour les rats (75
000 Q/cm? pour I’Homme). En cas de 1ésion, une diminution de cette résistance est visible.
Cependant, cette mesure risque d’étre altérée par les hyperplasies qui, en condition
physiologique, servent & maintenir I’imperméabilité (Visnjar et al. 2012). De plus, cette
mesure n’est réalisable qu’en point terminal. Une autre possibilité est I’instillation de FITC
(Fluorescein-5-isothiocyanate) -dextran (4 kDa) dans la vessie (Hurst et al. 2016). Si la
perméabilité de la vessie diminue, le FITC dextran pourra passer la barriére urothéliale et se
retrouver ensuite dans le sang. Cette méthode est efficace et non toxique pour 1’animal et un

suivi longitudinal de la perméabilité peut étre réalise.

11.3 Inflammation

La perte de la fonction protectrice de 1’urothélium permet le passage d’urine créant
une inflammation permanente des tissus. Un des critéres les plus communs dans la CRC est la

présence de mastocytes dans le tissu. Dans notre modeéle, une légére augmentation des
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mastocytes est mesurée chez les rats irradiés a 12 mois (unique temps mesuré), une étude a 6
mois post-irradiation permettrait de déterminer si les mastocytes participent a 1’induction de
I’inflammation ou s’ils apparaissent uniqguement en phase tardive. Cependant, plusieurs études
sur le c6lon irradie démontrent que cette augmentation de mastocytes n’est pas toujours
corrélée a une augmentation de 1’inflammation, car les mastocytes ne sont pas toujours activés
(Milliat and Francois 2018). Nous avons réalisé une étude transcriptomique préliminaire qui
montre une augmentation de CCL2, CCL5, TNF-a, IL1-B durant la phase aigué post-
irradiation (3 mois), suivie d’une phase de latence (4 mois), puis un début de phase chronique
a partir de 6 mois post-irradiation en relation avec la surexpression de CCL5, IL-6 et IL1-p,
HIF-1a. Une surexpression de HIF-1a pourrait indiquer que la phase chronique est associée a
une hypoxie. Seule I’¢tude de Kowaliuk a étudi¢ des marqueurs de 1’inflammation, il est donc
difficile de corréler nos résultats par rapport aux travaux scientifiques antérieurs. Dans cette
étude, une augmentation de p50 (régulateur de NF-xB) est observée jusqu’a un an aprés
irradiation, suggérant une inflammation chronique (Kowaliuk et al. 2020) dans la CRC.
D’autres ¢études dans la cystite interstitielle mettent en évidence des facteurs pro-

inflammatoires comme IL1-B et IL-6 (Jiang et al. 2013; Wang et al. 2017b).

11.4 Mise en place de la fibrose lors de la CRC

Nos résultats sur la fibrose de la paroi de vessie aprés irradiation sont en faveur d’une
augmentation du processus fibrotique au cours de temps, ce qui est cohérent avec la littérature (Jaal
and Dorr 2006c; Kraft et al. 1996; Zwaans et al. 2016; Zwaans et al. 2020). Les études tissulaires
par coloration au rouge Sirius ont permis de mettre en évidence des atteintes importantes au niveau
de la MEC et de I’urothélium. A 10 mois post-irradiation pour les doses de 50 et 80 Gy, une
infiltration de la MEC est observée dans le détrusor conduisant a sa déstructuration et a des zones
de fibrose. Pour la dose de 40 Gy (rats irradiés non traités) les données sur la fibrose sont
condradictoire avec une sur expression du nombre de rat avec des zones de fibroses a 8 mois mais
pas a 10 ni 12 mois tandis que pour le groupe des rats irradiés traités le nombre de rats avec des
zones de fibrose est significativement plus élevé a 8 et 12 mois. Cette différence peut s’expliqué par
le faible nombre de rat par groupe (10 pour les rats irradiéss traité et 20 pour les rats irradiés non
traités). De plus la mise en place de la fibrose est lente et des temps plus tardif devrait permettre de
mieux comprendre les mécanismes mis en place. Une étude de Zwaans et al., de 2022, a montré une

rigidité de la MEC est observée a 6 mois associés a une incontinence urinaire (pour une irradiation
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de 40 Gy chez la souris), confirmant la relation qui existe entre la fibrose et 1’incontinence. Dans
notre étude nous n’avons pas évalué I’incontience mais des études complémentaires sur ce

paramétre sont en cours.

11.5 Conclusion sur notre modéle de cystite radique chronique

En conclusion, nous avons développé un modele de cystite radique en agrément avec
la littérature. La cinétique de développement des Iésions débute avec une phase aigué de 0 & 3
mois, puis d’une phase silencieuse de 3 a 6 mois suivi de la phase chronique a partir de 6
mois. Les atteintes de 1’'urothélium semblent a 1’origine de la phase chronique de la cystite
radique. Les atteintes vasculaires sont encore insuffisamment décrites dans notre modéle mais
participerait activement & la mise en place de la CRC. Quant a I’inflammation, il est
nécessaire de micux caractériser I’activation des mastocytes et de connaitre la polarisation des
lymphocytes et des macrophages lors de la progression de la CRC. Bien que les mécanismes
de la cystite radique soient partiellement connus, ils sont bien documentés pour la cystite
interstitielle et la cystite hémorragique. Il existe des similitudes pour ces pathologies au
niveau des mécanismes. Dans ces pathologies ; une atteinte épithéliale, une inflammation, une

atteinte vasculaire et des fibres nerveuses, et enfin une fibrose sont observées.

I11 Effet des CSM sur la cystite radique chronique

L’objectif est de réaliser une preuve de concept que le traitement par les CSM permet
de limiter ou de reverser la cystite radique dans sa phase chronique. Les traitements actuels
des cystites radiques sont palliatifs. Dans des pathologies similaires comme la cystite
interstitielle et hémorragique, les CSM ont permis de diminuer I’inflammation et la fibrose et
ont augmenté la régénération tissulaire (Song et al., 2015 ; Ringdén et al., 2007, 2021). De
plus les précédents travaux menés au laboratoire ont permis de démontrer que le traitement
par les CSM permet de reverser I’inflammation chronique et la fibrose lors d’atteintes

colorectales apres irradiation (Francois et al. 2019; Linard et al. 2013; Usunier et al. 2021).

En ce qui concerne le protocole de traitement de la CRC, nos études precédentes ont

montré que le traitement par CSM par voie intraveineuse :

171



Brossard clément — These de doctorat — 2022 Discussion

. Est optimal avec trois injections intraveineuses de CSM. Ce protocole a permis de
réduire significativement les lésions colorectales aprés irradiation.
. Limite ou réverse la fibronécrose et I’cedéme, si 1’injection est réalisée lors de la phase

d’initiation de la fibrose.

I11.1 Réduction des lésions de I’urothélium apres traitement par les CSM.

111.1.1 Les CSM protege I’'imperméabilité de ’'urothélium en

conservant ’expression de ’uroplakine 111

La perte d'imperméabilité de 1'urothélium, en raison d’une réparation défectueuse, ne
permet plus la protection des tissus sous-jacents favorisant leur dégradation. Ce mécanisme
pourrait-étre a ’origine de la phase chronique de la cystite radique. En se basant sur les
résultats de la littérature qui montre que le traitement par les CSM permet d’accélérer la
régénération des épithéliums apres irradiation, nous avons recherché a savoir si le traitement
par les CSM permettrait la régénération de 1’urothélium aprés irradiation. Au niveau
intestinal, ’injection intraveineuse de CSM induit la prolifération des cellules progénitrices
endogénes des cryptes intestinales permettant la régénération épithéliale du célon (Francois et
al. 2019; Gong et al. 2016; Kudo et al. 2010; Semont et al. 2006; Semont et al. 2013). C’est
donc pourquoi les CSM en protégeant ’urothélium pourraient jouer un réle majeur pour

limiter la progression de la CRC.

La couche superficielle de I'urothélium est composée de cellules superficielles
également appelées cellule parapluie. Elles possedent une membrane composée d’uroplakines
qui assurent I’imperméabilité de la vessie. Les études précliniques montrent que lors de la
CRC, des Iésions de I'urothélium sont observées en relation avec une diminution de
I'expression de l'uroplakine I11. La conséquence est une perte de I'étanchéité de la vessie. Dans
notre modéle, le traitement par les CSM permet de maintenir le niveau d’expression de
I’uroplakine 111 a 12 mois post-irradiation. Nous observons une tendance a la diminution des
grades 2 et 3 dans le groupe irradié traité par rapport au groupe irradié non traité a 12 mois
post-irradiation. Le traitement par les CSM semblerait permettre de conserver ou de restaurer

I’imperméabilité de la vessie. Ces résultats sont confortés avec les études sur la cystite
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interstitielle aigué, ou le traitement par CSM permet d’augmenter 1’expression de 1’uroplakine
I11 (Chung et al. 2019; Kim et al. 2020).

111.1.2 Les CSM diminuent I’épaississement de ’urothélium

Les cellules souches basales permettent la régénération de 1’urothélium. Nous avons
investigué si le traitement par les CSM permettait de favoriser la régénération de 1’urothélium
lors de la phase chronique de la cystite en induisant la prolifération des cellules souches
basales de I'urothélium. Les arguments en faveur de 1’action des CSM sont que lors de la CI,
le traitement par les CSM induit une régénération complete de I’urothélium avec une
diminution des cedémes, de la dénudation et une régénération de la lamina propria et de la
membrane basale (Lee et al. 2018; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015). Dans notre modele lors
de la phase chronique, une augmentation de 1’épaisseur de 1’urothélium est observée. Le
traitement par les CSM, dés 8 mois post-irradiation, est en faveur d’une diminution de cet

épaississement. Cette diminution devient significative a 12 mois post-irradiation.

Notre hypothése est que I’augmentation de 1’épaisseur de 1’urothélium est due a une
anomalie de régénération induite par 1’irradiation et que le traitement par les CSM pourrait
réverser cette dysfonction. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour confirmer
cette hypothese. Pour comprendre les mécanismes de régénération menant a 1’augmentation
de I’épaisseur de 1’urothélium, un co-marquage de la prolifération cellulaire (PCNA) et des
cellules souches basales (CK14) est nécessaire sur I’ensemble des conditions et des animaux.
Ainsi il sera possible de voir s’il y a une augmentation de la prolifération des cellules souches
dans les zones avec une épaisseur anormale. Un nombre important de cellules souches en
prolifération accompagné d’une augmentation anormale de 1’épaisseur de 1’urothélium étant
un marqueur d’une hyperplasie active. Il sera alors possible de savoir si le traitement par les
CSM permet de diminuer ces zones. L’action anti-hyperplasique des CSM est trés bien
documentée dans la littérature. L action pro régenérative des CSM est médiee par les voies
Shh, EGF, IGF et Wnt qui activeraient la protéine Gli-1 qui est un facteur de transcription
important dans la prolifération et le maintien des cellules souches en activant les génes Ptc-
&1, Myc, SOX2, NANOG ou encore Bcl2 (Chen et al. 2014; Chung et al. 2019; Kim et al.
2017; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017). Les CSM pourraient également
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induire la prolifération des cellules souches par la production de Sox9, HGF, PGE-2 et TSG-6
induisant la régénération de 1’urothélium (Guillamat-Prats 2021; Semont et al. 2013).

111.2 Influence du traitement par les CSM sur I’inflammation lors

de la CRC

La pathologie de la CRC est soit a prédominance inflammatoire, soit a prédominance
hémorragique. L'inflammation chronique semble étre a 1’origine de chronicité de nombreuses
pathologies dont peut-étre la CRC. Par ailleurs, de nombreuses études ont démontré le réle
immuno-régulateur des CSM notamment apres une irradiation (Bessout et al. 2015; Linard et
al. 2013; Usunier et al. 2021). Cette fonction des CSM pourrait donc permettre de limiter la
progression de la CRC.

En ce qui concerne le role de I’inflammation lors de la CRC, une augmentation du
nombre de mastocytes a été observée (Vale et al. 1993; Zwaans et al. 2016). Nos études
confirment une augmentation du nombre de mastocytes lors de la CRC a 12 mois post-
irradiation. Pour des pathologies similaires, telle la cystite interstitielle, 1’altération de
I'urothélium induit la libération d'histamine, d'IL-6, de VEGF et de tryptase (He and Walls
1997; Wang et al. 2017b) et des premieres études, non publié (Ward et al. 2022), suggérent
une augmentation d’IL-6, IL-1p, TNF-o dans la CRC. L’altération de 1’urothélium pourrait
donc étre a ’origine du recrutement puis de I’activation des mastocytes lors de la CRC. Les
macrophages, les lymphocytes B, les plasmocytes et les lymphocytes T jouent un réle
prépondérant dans I’inflammation chronique dans diverses pathologies radio-induites
(Yahyapour et al. 2018), cependant leur role n’a pas été étudié lors de la CRC. Apres
traitement par les CSM, de nombreuses études dans des modeles de Cl ont montré une
diminution du nombre de mastocytes (Furuta et al. 2018; Kim et al. 2016b; Kim et al. 2020;
Lee et al. 2018; Ryu et al. 2018; Song et al. 2015; Xiao et al. 2017). Dans notre modele, nous
n’avons pas observé de différences significatives du nombre de mastocyte entre les groupes
irradiés non traités et irradiés traités par les CSM. Cependant, il est nécessaire de connaitre
I’état d’activation des mastocytes pour avoir une information objective. Les CSM induisent
un ensemble de facteurs réorientant la polarisation des cellules immunitaires. Lors de

I’inflammation, les CSM modifient la polarisation des lymphocytes et des macrophages vers
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un profile anti-inflammatoire, activent les Treg et inhibent les cellules NK et dendritiques. Il

est donc nécessaire d’intégrer cet élément dans notre étude.

111.3 Influence du traitement par les CSM sur la
neuroinflammation lors de la CRC

Le compartiment nerveux a un tres grand role lors des mictions, ordonnant aux
muscles du détrusor de se contracter pour vider la vessie. Dans d’autres types de cystites et
notamment la cystite interstitielle, il a été montré une importante inflammation des fibres
nerveuses ainsi qu’une « souffrance » de celle-ci induie par les mastocytes par I’intermédiaire
de différents signaux (NGF, substance P) (Chen et al. 2018; Chen et al. 2020; Parsons et al.
2001; Peeker et al. 2000; Sant et al. 2007; Theoharides et al. 2001). Cette neuro inflammation
pourrait avoir un role prépondérant dans 1’apparition de la cystite radique chronique. En effet,
celle-ci entraine des contractions aléatoires et incomplétes de la vessie (phénomene de vessie
hyperactive) participant aux incontinences ainsi qu’aux douleurs observées en clinique. Une
analyse de la neuroinflammation pourrait expliquer les phénoménes de douleurs, d’hyper
activité du detrusor ou encore des incontinences. L’action des CSM sur ce phénomene est
décrite dans la Cl et dans la rectite radique (Chen et al. 2014; Durand et al. 2015). Les études
du laboratoire ont montré que le traitement par les CSM induisait une diminution de
I’hypersensibilité viscérale apres irradiation colorectale (Durand et al. 2015). C’est un
argument en faveur du role des CSM sur la protection des fibres nerveuses lors de la cystite
radique chronique. Il est donc nécessaire d’étudier les atteintes du systéme nerveux de la
vessie. L’action des CSM sur ce phénomene n’est pas connue dans la CRC. Cette
neuroinflammation proviendrait d’un rapprochement entre les mastocytes et les fibres
nerveuses. Les mastocytes libérent de la tryptase qui va induire une neuroinflammation (Chen
et al. 2014; Durand et al. 2015) libérant de la substance P créant la douleur. Dans la CI le
traitement par les CSM a permis de diminuer la quantité de substances P soutenant 1’action
des CSM sur la diminution de la neuroinflammation (Chen et al. 2014). Dans notre modéle
nous étudierons le rapprochement des mastocytes et des fibres nerveuses. Pour cela, un co-
marquage des fibres nerveuses par PGP9.5 et des mastocytes par la tryptase a été réalisé.
L’étude est en cours dans notre laboratoire et permettra de mieux comprendre ces

mécanismes.
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111.4 CSM et fibrose vésicale

La fibrose joue un role important dans la phase chronique. L’augmentation des fibres
de collagenes I et 111 et leur infiltration dans les muscles vont entrainer la diminution de la
capacité contractile. La rigidification de la paroi de la vessie est due a un envahissement du
compartiment musculaire par la MEC, augmentant la pression vesicale maximale
(Neemuchwala et al. 2017). La fibrose est donc a I’origine des incontinences, des urgences et
des pollakiuries. Ces altérations de la fonctionnalité vésicale associées a la fragilisation des
vaisseaux sanguins par ’irradiation conduisent a des hématuries ainsi qu’a des lésions
vésicales. Dans de nombreuses autres pathologies comme la fibrose pulmonaire ou la rectite
radique, le traitement par les CSM permet une diminution de la fibrose (Li et al. 2021b;
Usunier et al. 2021). Nous avons donc évalué I’effet du traitement des CSM sur la fibrose lors
de la CRC. Nous avons observé que I’injection des CSM ne réduit pas le nombre d’animaux
présentant des plaques de fibrose a 8 et 12 mois post-irradiation. Cependant, ces premiers
résultats ne permettent pas de conclure. D’autres marquages des phases plus précoces sont
nécessaires, comme le marquage des fibres de collagene | et 11l ou des myofibroblastes qui
sont les principaux producteurs de MEC. Des analyses transcriptomiques de 1’ensemble des
TIMP, MMP des collagénes et d’autres marqueurs de la fibrose sont en cours. Ces
informations sont importantes, car elles permettent de réaliser des ratios indiquant si la MEC
est dans une phase d’accumulation ou de destruction nous renseignant grandement sur la
progression de la fibrose (Linard et al. 2013; Usunier et al. 2021). De plus, il s’agit des étapes
d’initiation de la fibrose ce qui nous permettra de mieux connaitre la cinétique de mise en

place et potentiellement comprendre 1’action des CSM sur ce parametre.

Il est nécessaire d’allonger les temps d’analyse a des temps supérieurs a 12 mois afin
de permettre la progression de la fibrose et pouvoir observer le role du traitement des CSM.
La conséquence de la fibrose est une désorganisation et une perte de fibres musculaires. Une
étude plus approfondie sur le compartiment musculaire pour des temps plus longs (>12 mois)
permettra de mieux comprendre le fonctionnement des contractions et des dilatations pouvant
expliquer le phénoméne d’incontinence observé dans les différentes études (les études de
Stewart et al ainsi que de Zwaans) et ainsi mieux comprendre les atteintes de la fibrose sur le

muscle dans la CRC et de savoir si le traitement par les CSM prévient ces dommages.
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Les études sur la Cl demontre un effet antifibrosant des CSM avec une diminution des
collagénes et des facteurs pro-fibrosants comme TGF B1, B3, Smad2 et Snail 1, 2 et 3 (Kim et
al. 2016b; Lee et al. 2018; Xiao et al. 2017). L’effet antifibrosant des CSM semble en partie
dut a I’action de I’Hépatocyte Growth Factor (HGF) et au Tumor necrosis factor-inducible
Gene 6 protein (TSG-6). Ces deux protéines sécrétées par les CSM ont un effet pléiotropique,
elles ont un effet anti-inflammatoire et favorisent la régénération tissulaire (Usunier et al.
2014). Pour caractériser les mécanismes moléculaires d’actions des CSM sur la limitation de
la fibrose, nous investiguerons la polarisation des lymphocytes T et des macrophages, les
mastocytes, la voie TGF beta, les dommages vasculaires et le remodelage matriciel ainsi que
sur les effecteurs HGF et TSG-6. Les techniques qui seront utilisées pour caractériser 1’effet
de HGF et TSG-6 ont été validées lors d’une précédente thése (Usunier et al. 2021).
Notamment 1’ensemble des protocoles utilisés pour I’extinction des geénes TSG-6 et HGF dans
les CSM, le traitement des animaux avec les CSM « silencées » ainsi que les outils d’analyses

et les principaux mécanismes mis en jeu.
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Perspectives

| Cinétique d’injection

En nous basant sur les études antérieures du laboratoire, nous avons étudieé le réle de 3
injections intraveineuses de CSM durant la phase silencieuse qui précede la phase chronique
afin de potentialiser I’effet des CSM. Dans notre modele, nous avons réalisé 3 injections de 5
millions de CSM a deux semaines d’écart entre 4,5 et 5,5 mois aprées irradiation. Ce protocole
a déeja été montré comme étant optimal comme traitement pour diverses pathologies radio-
induites. Il semblerait que des injections répétées a 15 jours d’intervalle permettent de
potentialiser ’effet des CSM. L’injection est réalisée au début (voire avant I’initiation de la
phase chronique). Dans notre étude ce protocole semble efficace pour retarder I’apparition de
la CRC, mais il n’est pas applicable en clinique. Pour une application clinique, il faudrait
réaliser ’injection des CSM a un stade avance de la CRC. Dans notre modele la phase tardive
survient autours des 12 mois post-irradiation. Des mesures plus objectives pourraient
permettre de mieux déterminer ce stade. Par exemple, la mesure de 1’incontinence, qui est un
symptdme clinique important, serait un bon indicateur. Quoi qu’il en soit une injection en
phase tardive de la CRC signifierais de suivre I’évolution de la pathologie encore quelques
mois aprés. Il en résulte une étude pouvant aller jusqu’a 2 ans aprés irradiation peu
compatible avec un modele de rat Sprague Dawley, leur durée de vie étant de 2,5 a 3,5 ans.
De plus, ces animaux présentant de forts taux de tumeur mammaire spontanée augmentant
avec 1’age entrainant le retrait des animaux de I’étude nécessitant des cohortes importantes. I

s’agit iCi d’une contrainte inhérente des modeles murins.

Une autre possibilité est de réaliser des injections plus espacées dans le temps. Il a eté
démontré qu’une réinjection des CSM dans des CRC ou des CH récalcitrantes apres une
premiére injection permettaient une diminution significative dans les lésions. Nous pouvons
émettre comme hypothése que des injections entre 8 et 12 mois devraient entrainer un taux de

guerison nettement supérieur.
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Il La méthode d’injection

Dans notre modele nous avons choisi une injection par voie intraveineuse.
L’inconvénient de cette méthode est le faible rendement de la migration des CSM dans le
tissu 1ésé. L’injection des CSM directement dans le tissu permet une persistance plus longue
des cellules. Ainsi des CSM ont été retrouvées jusqu’a 12 semaines apres injection, localisée
dans la lamina propria prés de la lame basale de 1’urothélium (Qiu et al. 2016; Song et al.
2015). De plus, une étude de Chung et al., de 2019 a démontré que cette méthode d’injection
était plus efficace que les instillations transurétrales ou les injections intraveineuses (Chung et
al. 2019). L’injection d’l million de CSM dans la paroi de la vessie permettrait de
potentialiser leurs effets. Cette injection se ferait sur plusieurs sites pour répartir la dose dans
la vessie. Un volume total de 100ul maximum devrait étre injecté, réparti par dose de 20ul
afin d’éviter de créer des cedémes. Deux méthodes sont envisageables pour réaliser ces

injections. L’injection par voie extra vésicale ou intravésicale.

La voie extra-vésicale consiste, par chirurgie, a faire sortir la vessie de 1’abdomen
avant de réaliser I’injection en plusieurs points. Cette technique a plusieurs avantages. Elle est
rapide, ne nécessite pas de matériel spécifique et n’induit pas de dégat sur I’urothélium.
Cependant, elle nécessite une chirurgie délicate sur une paroi de la vessie potentiellement

endommagée, ce qui peut étre délétere.

La voie intravésicale consiste a I’introduction d’un cystoscope pour réaliser des
images et des injections. Cette méthode sera possible avec 1’acquisition de 1’endoscope de
0,6mm, car il est équipé d’un canal opératoire de 0.15mm. Elle ne nécessite aucune
intervention chirurgicale. Cette méthode a pour avantage de ne pas faire de chirurgie et peu
nous donner des renseignements sur les éventuelles lésions vasculaires. De plus, cette
méthode est trés utilisée en clinique contrairement a la voie extra-vésicale. Cependant, elle
nécessite 1’achat de matériel et peut induire des 1ésions a 1’'urothélium pouvant biaiser les

résultats.

Cependant, I’injection locale de CSM dans la paroi de la vessie peut provoquer des
déstructurations du tissu en raison du volume injecté qui pourraient induire des dommages
irreversibles sur un tissu irradié déja tres fragilisé. Pour exemple dans I’essai compassionnel
d’Epinal, les chirurgiens ont refusé 1’injection locale de CSM, car les tissus étaient trop

dégradés pour une quelconque intervention. Dans notre modele nous avons la volonté de ce
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rapprocher au maximum des conditions cliniques et c’est pour cette raison que nous avons

réalisé les injections par voies intraveineuses.

11 Implantation des CSM dans le tissu irradié.

Les études précédentes du laboratoire ont montré un adressage des CSM aux tissus
irradiés lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse. Elles demeurent dans le tissu irradié

pendant une a deux semaines (Chapel et al. 2003).

Une implantation précoce (aprés une semaine) et transitoire des CSM au niveau du
cblon a éte observée dans notre modéle. Lorsque les CSM expriment la GFP (Green
Fluorescent Protein), elles sont retrouvées dans le compartiment conjonctif du célon a 7 jours
aprés la derniére. Des CSM-GFP sont localisées au niveau de la base des cryptes coliques.
Ces résultats sont en accord avec Sémont et al., qui retrouvent dans ’intestin gréle aprés
irradiation, des CSM-GFP dans la sous muqueuse et dans le mésentere pres des vaisseaux
pendant 7 jours (Semont et al. 2013). Méme si la présence des CSM est transitoire, il semble
que leur effet soit durable, en agrément avec 1’étude Francois et al. 2019, montrant un effet
d’inhibition de la cancérogenese colorectale plus d’un an aprés injection des CSM. D’apres
les auteurs, les CSM modifient durablement le tissu irradié, probablement en agissant sur des
cellules « résidentes » au niveau du microenvironnement irradié. Un des effecteurs pourrait-
étre le macrophage (Francois et al. 2019). Dans notre modele, nous nous sommes focalisés sur
I’effet des CSM, cependant dans un second temps nous rechercherons les CSM-GFP pour le
temps 6 mois post-irradiation, car c’est le temps le plus probable pour retrouver les cellules
injectées (15 jours aprés la troisieme injection de CSM). D’autres études comme le suivis de
la bio distribution des CSM (par des CSM luciférase positive) permettrait de déterminer apres
combien de temps les CSM migre vers la vessie et surtout de connaitre le temps ou les CSM

restent dans la vessie.

IV Cotraitement

Nous avons étudié I’efficacité des CSM seule dans la CRC. Cependant, il semble

pertinent que les CSM soient a un traitement pharmacologique dans une utilisation clinique.
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Des co-traitements peuvent étre envisagés pour maximiser 1’effet des CSM. L’utilisation
d’anti-inflammatoire est contre-indiquée, car elle peut induire un changement de polarité des
CSM passant d’un profil antifibrosant et anti-inflammatoire a un profil pro-fibrosant et pro-
inflammatoire (Almaawi et al. 2013; Muller et al. 2011). Divers traitements ont été utilisés en
association avec les CSM, mais nous mettrons 1’accent sur deux en particulier. Dans la CI
I’utilisation du polysulfate de pentosan sodique a permis d’augmenter le taux de guérisons en
participant a la régénération de I’urothélium. Cette action est due a la formation d’une couche
de GAG protégeant 1’urothélium et restaurant son imperméabilité (Kim et al. 2020). Dans les
Iésions radio induites du cblon, un traitement avec un inhibiteur de la perméabilité vasculaire
a été réalisé. Ce co-traitement a permis de réduire la taille des ulceres (Monceau V 2017). Ces
deux traitements sont prometteurs et n’interagiraient pas avec les actions des CSM, ce qui en

fait des traitements prioritaires.

V Les CSM d’origine adipeux, la meilleure source des CSM ?

Les CSM d’origine adipeuse offrent de grands avantages par rapport aux autres
localisations (dérivé de 1’urine, hématopoiétique, pulpe dentaire, etc). Elles permettent un
apport conséquent de CSM pour les cultures tout en ayant une extraction facilitée. De plus, en
clinique, le prélevement de la graisse est plus rapide, aisé et les patients rejettent moins cette
méthode que le préléevement de moelle osseuse. Cependant, il semble que les CSM d’origine
adipeuse ne soient pas les plus efficaces. Dans la Cl, les CSM dérivées des urines étaient plus
efficaces que celles issue du tissu adipeux, du liquide amniotique et de la moelle osseuse. Ces
observations s’expliquent par une capacité proliférative et une différenciation adipogéne et
endothéliale ainsi qu’un potentiel de vascularisation plus importante (Mohamed-Ahmed et al.
2018; Wu et al. 2018). L’utilisation d’iPS ou de cellules souches embryonnaires pourrait
également étre une alternative aux CSM. Ces cellules ont démontré une efficacité comparable
aux CSM en agissant sur la régénération de I’urothélium (EGF et les voies AKT, mTOR,
ERK et Wnt-GSK3p (Glycogen synthase kinase 3) / B-caténine) et sur les cellules musculaires

lisses (Dayem et al. 2020).
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VI Traitements innovants de la CRC

Le traitement de la CRC dépend du grade du patient et des symptomes a traiter.

Compte tenu de la complexité et du temps de mise en place d’un essai de thérapie
cellulaire, le traitement par les CSM semble s’adresser a des patients de grade 3, réfractaire
aux traitements conventionnels. Les CSM pour les traitements sont le plus souvent
allogéniques, car les patients sont souvent agés (>60 ans), il est donc nécessaire qu’ils aient
des donneurs intrafamiliaux de CSM plus jeunes. Le fait d’avoir un donneur plus un receveur
rend le processus plus complexe notamment pour les processus d’inclusions. Ces patients
peuvent avoir des pathologies complexes ou des états de santé dégradés, qui peuvent les

exclure de I’essai clinique.

Compte tenu des progres treés rapides des biothérapies, il est possible d’imaginer des
stratégies thérapeutiques plus adaptées aux besoins des praticiens. Tout d’abord si des lots de
CSM sont déja qualifiés et congelés, qu’ils sont compatibles et en assez grandes quantités,
préts a I’emploi pour traiter des groupes patients, alors il est envisageable de pouvoir proposer
aux médecins de traiter rapidement et facilement des individus a stades moins avancés de la
CRC. A I’opposé, pour des patients & des stades de grade 3 ou 4, qui nécessiteraient une
chirurgie comme une cystectomie partielle, I’utilisation de biomatériaux composés de patchs
de cellules pouvant se placer sur un urothélium endommagé ou se substituer a une partie de la

paroi de la vessie pourrait étre envisagée dans le but de permettre la régénération de la vessie.

VI Traitement lors des premiers stades de la CRC

L’intérét des CSM comme produit de thérapie cellulaire est la possibilité de les utiliser
dans des traitements allogéniques en raison de leur faible pouvoir immunogénique.
L’obtention de CSM du tissu adipeux ou du sang placentaire ou de la gelée de Wharton en fait
une source peu invasive (Moroni and Fornasari 2013). Des médicaments de thérapies
innovantes (MTI) provenant de CSM de moelle osseuse (Prochymal, Temcell) ou du tissu

adipeux (Alofisel) sont disponibles au niveau européen (Mebarki et al. 2021).
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Par leur effet trophique et leur pouvoir immunorégulateur, les CSM sont adaptés au
traitement des séquelles chroniques des radiothérapies. Un médicament de thérapie innovant
(MTI) basé sur CSM allogéniques issues du tissu adipeux ou du sang placentaire et prét a

I’emploi est une alternative pour le traitement de ces patients.

Une des limitations a leur utilisation dans des essais cliniques pour un large groupe de
patients est la variabilité de I’efficacité des CSM en fonction des donneurs et des procédés de
productions (Levy et al. 2020). Une seconde limite est la quantité de cellules a produire. Une
forte expansion des CSM est nécessaire pour produire des quantités importantes de cellules,
induisant une prolifération moins importante, une diminution de I’expression de marqueurs de
surface et de la sénescence (Wagner et al. 2008). Au final, il semblerait que les CSM seraient
moins « efficaces » pour un nombre de passages éleve, expliquant les difficultés des essais de
phase 3 comme pour le produit Prochymal dans le traitement de la GVH (Galipeau 2013).
Dans le cas de I’utilisation de MTI congelés préts a 1’emploi, une troisieme limitation est que
’utilisation de CSM fraichement décongelée supprime une partie de I’activité biologique
attendue comme la fonction immunosuppressive. Afin de supprimer ce probléme, trois jours
de culture aprés décongélation semblent nécessaires pour restaurer les propriétés des CSM
(Lechanteur et al. 2016).

Une alternative pour contourner ces problémes est d’utiliser des cellules pluripotentes,
plus précisément de hiPSc. La constitution d’une banque d’hiPSC humaines de grade clinique
peut étre utilisée comme source « universelle », grace au choix des donneurs sur la base de la
sélection des triples homozygotes HLA A, B, DR. ainsi, la constitution de banques d’hiPSC
de grades cliniques peut permettre, grace aux choix des donneurs, d’étre utilisées comme
source de cellules souches pour la thérapie cellulaire allogénique. Les lignées cellulaires
développées sont alors compatibles, avec un grand nombre d’individus (Taylor et al. 2012). Il
est envisageable de dériver des CSM issues de banques hiPSC issues des donneurs
«universels » permettant alors d’avoir des lots de CSM préts a 1I’emploi pour un grand
nombre de patients pour le traitement des séquelles chroniques de la radiothérapie, dont la

cystite radique (Wang et al. 2021).
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VIl Traitement lors des stades avancés de la CRC

Les biomatériaux pour la reconstruction de la paroi de la vessie peuvent étre envisages
pour des CRC de grade 3 a 4, lorsque tous les traitements conventionnels ont échoué et qu’il
est nécessaire d’avoir recours a une opération chirurgicale. Cependant le défi est élevé pour
reconstituer la paroi de vessie en ce qui concerne la source de cellules, la nécessité de
propriétés biomécaniques spécifiques de la vessie, plus la nécessité de recréer plusieurs tissus
ainsi qu’une vascularisation et une innervation. Les biomatériaux utilisés sont soit des
matrices décellularisées (intestin ou vessie), soit des biomatériaux, ou une combinaison des
deux, colonisés par des cellules (Culenova et al. 2019; Hanczar et al. 2021). Cependant ces
matrices sont souvent associées & des effets indésirables comme des contractures, des
calcifications, des fibroses qui limitent leur utilisation clinique (Schaefer et al. 2013). Au
final, cette approche thérapeutique s’adresse a peu de patients et ne semble pas pouvoir

s’appliquer en clinique a court terme.
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Abstract: Radiation cystitis is a potential complication following the therapeutic irradiation of pelvic
cancers. Its clinical management remains unclear, and few preclinical data are available on its
underlying pathophysiology. The therapeutic strategy is difficult to establish because few prospective
and randomized trials are available. In this review, we report on the clinical presentation and
pathophysiology of radiation cystitis. Then we discuss potential therapeutic approaches, with a
focus on the immunopathological processes underlying the onset of radiation cystitis, including the
fibrotic process. Potential therapeutic avenues for therapeutic modulation will be highlighted, with a
focus on the interaction between mesenchymal stromal cells and macrophages for the prevention
and (reatment of radiation cystitis.

Keywords: radiation therapy; radiation cystitis; fibrosis; treatment; stem cells therapy; macrophages

1. Introduction

External pelvic radiation therapy is an important tool in the therapeutic arsenal for the
treatment of pelvic cancers, such as prostate cancer, cervical cancer, rectal cancer or bladder
cancer. Improvements in radiation techniques, such as intensity-modulated radiotherapy
(IMRT), stereotactic radiotherapy and image-guided brachytherapy, have made it possible
to deliver increasingly effective doses in smaller volumes with a clear improvement in
treatment tolerance. However, the bladder is a critical organ thatmay be sensitive to low
doses of radiation. Despite improved techniques, pelvic irradiation is still responsible
for acute and /or late adverse events affecting the bladder. The term “radiation cystitis”
therefore includes all lesions and symptoms of the bladder following the irradiation of the
pelvic organs. Its severity is related to the volume of radiation exposure, the total dose
delivered as well as the administration schedule and fractionation. This adverse event
may have an impact on patients’ quality of life. As cancer patient survival improves, long-
term survivorship issues are of increasing importance, and an improved understanding of
radiation-induced cystitis mechanisms is essential [1].

In this review, we review the available literature on clinical presentation and patho-
physiology of acute and late radiation cystitis. Then, currently available treatments are
examined. Due to the lack of long-term clinical benefit, other therapeutic avenues must
be developed for the management of this adverse event. Finally, we highlight the place
of immunity in the pathological processes of radiation cystitis and its potential as a thera-
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peutic target, focusing on the interaction between Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) and
macrophages.

2. Background Information

The reported incidence of radiation cystitis ranges from 9.1% to 80% [2]. This variabil-
ity is linked to methods of evaluation and monitoring. Indeed, symptoms of late radiation
cystitis may occur very late (sometimes decades) after their therapeutic irradiation, and
some patients may be lost to follow-up. Similarly, acute manifestations may be underesti-
mated (and therefore not reported) while irreversible radiation-induced bladder lesions
are developing. Late radiation cystitis is the result of an ongoing process of destruction of
bladder tissue and histological changes, and a continuum between acute and late radiation
lesions do exist.

2.1. Acute Radiation Cystitis

Acute radiation cystitis is defined as any adverse event occurring during or up to
threemonths after the end of radiation therapy (the threshold of sixmonths was also
proposed). Its incidence is estimated at nearly 50% following pelvic irradiation at full
curative doses (e.g., prostate or locally advanced cervical cancer treatment). Clinical
symptoms may include increased urinary urgency and frequency (pollakiuria), both during
the day and at night, dysuria, but also cystalgia with bladder spasms, and hematuria, albeit
rarely at this early stage. An international grade classification ranging from 1 to 5 can be
used to assess the severity and impact on the quality of life (Figure 1) [3]. Acute radiation
tissue injury to the bladder is caused primarily by damage to the bladder mucosa. It
involves an actite inflammatory response and tissue edema. Urothelial regeneration thus
comes to a halt, and the epithelium is desquamated with no regeneration, which results
in urothelial lesions making the bladder vulnerable to trauma and infections [4]. These
lesions are characterized by edema, hyperemia and inflammation of the mucous membrane.
In most of the cases, the prognosis is favorable, as these reactions usually disappear
spontaneously within fourto sixweeks after the completion of radiation therapy [4,5],
but an interruption of radiation therapy may be considered in case of severe grade 3—4
symptoms. Such treatment disruptions may potentially lead to a decrease in tumor control
because of an increase in overall treatment time and should, therefore, be discussed on an
individual basis [6].
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Figure 1. Illustration of radiation cystitis (RC) and clinical management adapted with “Modeling and treatment of radiation
cystitis [7], development of RC after radiotherapy (A), in the acute phase (infiltration of immune cells into the lamina propria
(LP) and depletion of the urothelium (UE)), in latent phase (proliferation of fibroblasts with hematuria, dilation of vessels,
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CR. (C) Clinical management during the latent phase of CR. * corresponds to cascade treatments of grades 2 to 4 according
to CTCAE version 5 [3].
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2.2. Late Radiation Cystitis

Late radiation cystitis is defined as an adverse event associated with pelvic irradia-
tion that occurs after a minimum of threemonths and possibly even several years after
completion of radiation therapy. Toxicities occurring between three and sixmonths are
sometimes considered as “early delayed”. On average, late radiation cystitis appears within
the following 2-3 years. The incidence of late symptomatic radiation cystitis is stable over
time at 5-10%, despite improved radiation techniques [8-10]. The clinical presentation can
be variable, including bladder pain, urinary urgency, isolated urinary disorders and pollak-
iuria. Given that these symptoms are nonspecific and appear long after treatment, urine
culture, or even cystoscopy may be useful to rule out other differential diagnoses. The most
pathognomonic clinical feature is recurrent hematuria, with varying severity. In its most
(and rare) severe forms, late radiation cystitis may be life-threatening. The incidence of late
radiation cystitis was approximately 5% at 5 years and 10% at 20 years with conventional
radiotherapy techniques [9]. It is important to eliminate any local recurrence or new cancer
by performing cystoscopy. It should be highlighted that severe late symptoms (e.g., fistulas)
may be worsened by inappropriate bladder biopsies, which should therefore be avoided in
previously irradiated areas. Patients with a pelvic tumor extending to the bladder are also
at high risk of fistulas [11]. A classification of this adverse event was developed (Figure 1).
Severe late radiation cystitis is related to the volume and the dose of radiation exposure,
the administration schedule and the technique used, but it is also important to identify
patients with risk factors for developing a severe form. Marks et al. reported that patients
with co-morbidities, such as hypertension, diabetes, a history of abdominal surgery, and
patients receiving concomitant chemotherapy were at higher risk of developing radiation
cystitis, especially in its late form [12]. Recent data suggested that after high dose exposures
(such as after brachytherapy treatment), some anatomic subpart of the bladder may be at
higher risk of complication, such as the bladder neck [13]. Although the pathephysiology
of late radiation cystitis still remains unclear, endothelial cells appear to play an important
role in this mechanism. Indeed, the submucosal vascularity is damaged by fibrosis of the
vascular intima resulting in vessel obliteration and submucosal/muscular fibrosis. This
is followed by urothelial atrophy, hypoxia with hypovascularization and ischemia of the
bladder leading to the development of fibrosis and atrophy of the bladder tissue with the
emergence of neovascularization in the form of telangiectasia that may easily bleed [14,15].
At the later stage, reduction in bladder capacity is observed linked to complete bladder
fibrosis, mucosal ulcers with the risk of fistulization and spontaneous perforations of the
bladder (or fistulae resulting from biopsies).

3. Current Treatments and Clinical Trials
3.1. Acute and Late Radiation Cystitis with Storage, Voiding Symptoms or Occasional Bleeding

The clinical management of storage symptoms for acute and late radiation cystitis
is largely symptomatic with analgesics and anti-inflammatory drugs. Good hydration is
recommended for patients in order to increase diuresis, cleanse the bladder, and avoid
urinary obstruction resulting from blood clots [16].

Likewise, anticholinergics, like oxybutynin, trospium chloride, solifenacin, fesotero-
dine or flavoxate hydrochloride, can be prescribed to help alleviate urgency and increased
daytime frequency. Their action is to decrease the contractility of the detrusor and improve
symptoms [4].

In some cases, antibiotics may be proposed to prevent the condition from worsening
in the event of infecton.

Alpha-blockers, 5-reductase inhibitors or phosphodiesterase 5 inhibitors may be usefl
to alleviate voiding symptoms. Their action is to decrease the tone of the posterior urethra,
bladder neck and the volume of the prostate [1]. In severe cases, it is sometimes necessary
to hospitalize the patient for transfusions or clot evacuation [4]. In fact, bladder irrigations
are performed in order to obtain a dilution of hematuiria and drain the clots. It is a sterile
technique with lubrication for standard catheter insertion with a large three-way catheter.

Annexes
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Blood clot evacuation is performed manually by using a large Toomey or catheter syringe
until no further clots and output begin to clear. Then, we use normal saline (0.9%) for
continuous irrigation [17].

If acute active bleeding does persist and is refractory to irrigations, electrocoagulation
should be discussed, as described by Martinez and colleagues [18]. The procedure was
performed with a rigid 22 French cystoscope. It was performed to identify the source
of bleeding and rule out any other unidentified pathology. The Green Light laser was
used to target any active source of bleeding. These areas were coagulated with the laser.
Throughout the procedure, saline irrigation was used, and care was taken to ensure that
the ureteral orifices were not injured. At the completion of the procedure, the bladder
was drained under direct visualization to ensure adequate hemostasis. Very minimal
bladder mucosal damage was reported. Then, a large three-way catheter was placed, and
continuous irrigation was maintained overnight and stopped the next morning [18].

These treatments are tailored according to the severity of the symptoms (Figure 1).

3.2. Late Radiation Cystitis with Persistent or Recurrent Hematurin
3.2.1. Intravesical Instillations

Trifferent molecules have been used for this indication, with different mechanisms of
action. Their objectives are sterilization, cleansing and arrest of focal bleeding points.

Aluminum salt: Intravesical aluminous salts are considered astringent agents. They
exert their action through protein precipitation on the cell surface and in interstitial spaces.
They decrease blood vessel diameter and stiffness of capillary endothelium [9,19]. Alu-
minum salts are typically delivered as a 1% concentration of alum mixed with sterile water.
Westerman et al. evaluated the benefit of alum instillations in 40 patients with hematuria,
which was linked in 95% of patients to radiation cystitis [20]. These instillations led to a
reduction in transfusion requirements {(82% before instillation vs. 59% after instillation,
p = 0.05). Moreover, 32.5% of patients did not require additional treatment after a median
follow-up of 17 months. Tolerance was generally good. The main side effect reported was
bladder spasm in 35% of patients [20].

Formalin: Formalin action consists of precipitating cellular proteins in the mucosa of
the bladder. The consequence is to create occlusion within telangiectatic tissue. It appears
to be the most effective intravesical agent with complete resolution rates ranging from 70
to 89%. However, the safety profile for this treatment is mediocre. First of all, its instillation
is quite painful and must therefore be performed under general anesthesia. In addition,
formalin has a high rate of morbidity and mortality (31%), with risks of vesicoureteral reflux
complicated by severe bilateral pyelonephritis, ureteral stenosis and fibrosis of the bladder
with reduced capacity and increased urinary frequency [21]. To date, its use remains very
limited due to its poor safety profile.

Hyaluronic acid: Hyaluronic acid is a mucopolysaccharidethathelps to repair the nor-
mal glycosaminoglycan layer of the bladder when administrated through intravesical
instillations. It has immunomodulatory properties that enhance connective tissue healing.
Shao et al. evaluated the efficacy of intravesical hyaluronic acid (HA) instillation and
hyperbaric oxygen (HBO) in the management of hemorrhagic radiation cystitis [22]. The
clinical benefit was identical in the 2 groups but was maintained over time significantly
in the HA arm. Indeed, complete resolution of hematuria was noted in 88%, 75%, and
50% of HA patients and in 75%, 50%, and 45% of patients in the HBO group, at 6-, 12-and
18-months following therapy, respectively. Hyaluronic acid appears to be an interesting
therapeutic alternative, though this must be confirmed in a larger cohort.

Other agents have shown interesting results but have been studied only in small co-
horts, like botulinum toxin, chondroitin sulfate, polydeoxyribonucleotides, early placental
extract [23-26].
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3.2.2. Hyperbaric Oxygen Therapy (HBOT)

This technique consists of placing the patient in a pressurized chamber (hyperbaric
chamber) to administer pure or mixed oxygen at a pressure greater than atmospheric
pressure, for 5-7 days a week, for a daily duration of 60-90 min up to approximately
30-45 sessions [27]. The effect of hyperbaric oxygen therapy is to allow better oxygen
diffusion in tissues and to disrupt the continuum between hypoxia and fibrosis. Hyperoxia
induces primary neovascularization, secondary growth of healthy granulation tissue, and
induces short-term vasoconstriction, which may help control active bleeding [28,29]. It
is the most widely reported therapeutic technique in the management of hemorrhagic
radiation cystitis. Dellis et al. evaluated the benefit of HBOT in 38 patients with severe
radiation cystitis. The complete response rate was 86.8%, and the partial response rate was
13.2%. The mean follow-up was 29.3 months. For the thirty-three patients with complete
response who received HBO therapy within 6 months of the hematuria onset, the mean
time interval was 4.9 months (range 1-6), while in the remaining five patients with partial
response, the mean time interval was 22 months (range 8—48) (p < 0.001). Thirty-three
patients were alive at the end of follow-up [29].

Recently, the randomized phase 2-3 RICH-ART evaluated the benefit of HBOT com-
pared to standard of care for patients with late radiation cystitis and a value of fewerthan
80 points in the urinary domain of the expanded prostate index composite score (EPIC
score). Forty-one patients were randomized in the HBOT arm and 38 in the standard of
care arm. HBOT significantly alleviated patient-perceived symptoms of late radiation
cystitis and improved HRQOL. The mean improvement in EPIC urinary total score was
higher (17.8 [SD 18.4]) in the hyperbaric oxygen therapy group compared with patients
in the control group (7.7 [SD 15.5]). Seventy patients in HBOT presented a grade 1-2
adverse events. The main adverse events grade 1-2 were ear pain (15%), myopia (12%)
and barotrauma (10%). No grade 3—4 or 5 was reported in this group [30]. The HBOT’s
benefit was maintained in the time. In fact, Pereira et al. reviewed 105 patients diagnosed
with RIHC whowere treated with HBOT between 2007 and 2016. After a median follow-up
of 63 months, 76.3% had a complete response [31]. Cardinal et al. evaluated the bene-
fits of HBOT through a meta-analysis of data from 602 patients treated with HBOT for
hemorrhagic radiation cystitis. They determined that 84% of patients achieved partial
or complete resolution, while 75% saw an improvement in hematuria. In their analysis
of 499 patients with documented follow-up, authors observed a recurrence rate of 14%,
with a median time to recurrence of 10 months (6 to 16.5 months). To summarize, this
treatment is well-tolerated, the most common side effects being pressure-related, most
notably ear and sinus barotrauma. HBOT is offered to patients for whom bladder washings
and instillations are ineffective [32]. In a systemic review, Villeirs et al. emphasized HBOT
benefit in radiation cystitis. In a cohort of 815 patients, an overall and complete response
rate varied from 64.8% to 100% and 20% to 100%, respectively. Blood transfusion before
HBOT, other treatment modalities before HBOT, use of anticoagulant therapy, along the
interval between the onset of hematuria and start of HBOT were possible factors associated
with lower efficacy of HBOT [27]. It is important to start HBOT in the onset of late radiation
cystitis symptoms [33,34]. However, the availability and cost-effectiveness of high-pressure
oxygen tanks is a critical factor in the success of HBOT [27].

3.3. Late Radiation Cystitis with Refractory or Life-Threatening Hematuria

In late radiation cystitis with refractory or life-threatening hematuria, the treatments
aim at achieving volume expansion and at limiting the need for frequent transfusions due
to active bleeding [35].
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3.3.1. Arterial Embolization

Improvements in interventional radiological techniques have led to improvements in
morbidity and mortality compared with surgery in patients with refractory hemorrhagic
radiation cystitis. The technical success rate reported is 88-100%. The main adverse events
were Brown-Sequard’s syndrome, bladder necrosis, and gluteal paresis or skin necrosis.
Thanks to improved techniques, the incidence of adverse events has decreased from 65%
to 9-31% [36,37]. The follow-up of these studies is brief.

3.3.2. Cystectomy and Urinary Diversion

In some patients, treatment by means of cystectomy with urinary diversion is un-
fortunately inevitable when clot evacuation, bladder fulguration and bladder irrigation
have failed. This therapeutic option should be reserved for patients for whom local and
conservative treatments have proven unsuccessful, given its high rate of morbidity and
mortality. Linder et al. reported a postoperative complication rate of 42% and a 90-day
mortality rate of 16% [38].

4. Clinical Trials: Other Therapeutic Avenues, Antifibrotics
4.1. Antifibrotic or Antioxidant Pharmacological Agents

Vitamin E has protectiveeffects against oxidative stress and also plays an important
role in preventing lipid peroxidation in the cellular membrane [39]. Between April 2003
and July 2009, 53 breast cancer patients were recruited to determine if a combination of
Pentoxifylline (PTX) and Vitamin E could prevent the development of radiation fibrosis
after radiotherapy for the definitive management (NCT00583700). This clinical study of
post-irradiation cancer patients treated with PTX/vitamin E showed a significant difference
in radiation-induced fibrosis. Of importance, the combination of PTX/vitamin E did not
impact local control or survival within the first 2 years of follow-up (which is still quite
a short follow-up). The oral PTX/vitamin E treatment was safe and well-tolerated. After
pelvic irradiation in high-risk patients, the combination of Pentoxifylline (PTX) and Vitamin
E can thus be considered clinically useful in preventing fibrosis [40,41]. Orgotein copper-
zine superoxide dismutase (SOD) is an enzyme found in various tissues throughotut the
body and has a fundamental role in the elimination of reactive oxidative species and free
radicals that cause tissue damage and fibrosis [42]. SOD was found to be effective in
reducing radiation-induced fibrosis by a reduced pain score and a decrease in the size of
the fibrotic area in half of the cases after 6 months in 44 patients with clinical radiofibrosis
following conservative treatment of breast cancer [43]. However, the role of antifibrotic
agents in reducing or mitigating raciation cystitis remains unknown.

4.2. Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibitors

An initial clinical study had revealed that angiotensin-converting-enzyme inhibitors
mightdecrease the incidence of radiation pneumonitis in patients receiving thoracic ra-
diation for lung cancer [44]. An ongoing clinical study (NCT01754909) is evaluating the
efficacy of enalapril on radiation pneumonitis and fibrosis for patients undergoing radi-
ation therapy for lung cancer or other intrathoracic cancers. A recently published phase
2 prospective study supported the notion of radio-induced fibrosis reversibility, showing
that pravastatin (40 mg/d for 12 months) was an efficient antifibrotic agent in patients with
grade > 2 cutaneous and subcutaneous fibrosis following head and neck radiotherapy [45].
However, no data are available in the setting of radiation cystitis.

5. Impact of Macrophages in the Development of Radiation Fibrosis

Recent insights regarding the functional role of inflammatory cells suggest that inflam-
mation could play a role beyond the classical “acute” phase. During the radiation wound
repair process, recruitment of inflammatory cells occurs at the site of injury, which can
contribute to late inflammatory tissue damage through a continuous mechanismbetween
inflammation, hypoxia and fibrosis [46]. During normal healing, sequential activation

223



Brossard clément — These de doctorat — 2022

Cells 2021, 10, 21

8of 20

of the classical, proinflammatory, M1 and alternately activated macrophages, M2a, M2b
and M2¢, is known to occur, which facilitates the transitions between the inflammatory,
proliferative and remodeling phases of the repair process [47]. Thus, macrophage dys-
function or deficient generation can lead to the uncontrolled production of inflammatory
mediators and growth factors. This can modify their communications with other cells
(epithelial and /or endothelial cells, fibroblasts, progenitors and stem cells) and contribute
to a state of persistent injury, which could, in turn, lead to the onset and maintenance of a
pathological fibrotic process [48,49]. Macrophages are heterogeneous cells with various
phenotypes and functions in part regulated by their micro-environment. Macrophages com-
monly exist in two (basically defined) distinct subsets, M1 and M2 macrophages, which
have different functions and transcriptional profiles (schematically: M1 macrophages
are associated with the production of proinflamnmatory cytokines, while M2 phenotype
reprogramming enhances the production of anti-inflammatory cytokines) [50-52]. The
representation of macrophage subtypes and their different actions are illustrated in Figure

2. The macrophage reprogramming processes, and steps have been reviewed elsewhere.
Briefly, those include 1/an amplified macrophage response, which is a direct amplification
following exposure to a reprogramming factor (e.g. INFy) but also a cross-amplification
consecutive to another factor, such as lipopolysaccharide; 2 /a reciprocal suppression of the
alternate phenotype (M1/M2); 3/a cascade activation of the reprogramming mechanisms;
4/a feedback phenomenon [53]. There are schematically two typical macrophage repro-
gramming signaling pathways: on the one hand, activation pathways such as INK, Notch,
TLR/NF-kB (p65/p50), PI3K/ Aki2, JAK/STAT1, and HIFlafavor the M1 phenotype; while
on the other hand pathways such as PI3K/Akt1, JAK/STAT3 /6, TGE-B/SMAD, TLR /NF-
B (p50/p50) and HIF2«x are mainly involved in M2 phenotype programming [54]. After a
fractionatedirradiation, an abnormal wound healing response occurs, which is character-
ized by the accumulation of M2 macrophages that promote fibrosis through the production
of TGF-B1 [48,55]. Temporal and spatial coordination of myofibroblast activities with
inflammatory macrophages is crucial for the controlled healing process and restored home-
ostasis in injured tissue, such as after irradiation. In this context, the M1 phenotype has also
been associated with an antifibrotic effect by releasing MMPs (MMP-9, MMP-12 and MMP-
13 that degrade ECM). However, if the injury process persists, fibrosis progresses with
the proliferation of myofibreblasts and ECM deposition (such as collagen and fibronectin}
in and around inflamed or damaged tissue [56,57]. In this context, M1 macrophages
represent the starting point of the profibrotic process. Indeed, M1 macrophages release
proinflammatory cytokines and chemokines that indirectly promote the proliferation of
myofibroblasts. In this deregulated tissue microenvironment. There is a modulating of
the macrophage phenotype, in which M2 macrophages phenotype can be generated by
apoptotic bodies accumulated, ECM quality modified and Th2 eytokines simulation [58].
M2 initially involves anti-inflammatory cells, with the release of IL10, arginase, TGFf and
HO-1 [59]. When the tissue microenvirenment homeostasis is deregulated, M2 activation
leads to fibrocytes recruitment and proliferation, myofibroblastactivation, and fibroblasts
proliferation. In addition to collagen production, pro-fibro-fibrotic genes are transcripted,
leading to the secretion of a large number of profibrotic factors such as TGF-B1, PDGFE,
IL6, IL-13 IL-7 and galactin-3and to an increase in tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) expression [55,57,60,61]. Recent data highlighted that the exacerbation of radiation-
induced pulmonary fibrosis might depend on the mesenchymal transition of epithelial
cells, promoted by the TGF-B-secreting M2 macrophages [62]. Therefore, any change in
the M1 /M2 balance will have a cenfral role in terms of fibrosis control or worsening. In
addition, exposure to irradiation may also activate macrophages indirectly. An abnor-
mal wound healing response occurs, which is characterized by the accumulation of M2
macrophages, which promote fibrosis through the production of TGF-B1 [63]. Non-coding
RNA appears to be involved in the initiation and progression of radiation-induced lung
fibrosis by modulating the M2-mediated signaling pathway [64]. In animal models of lung
fibrosis, it was reported a high expression of let-7i and low expression of miR-21 at 3 weeks
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post-irradiation. At a later stage (after 26 weeks), let-7i expression decreased, and miR-21
was upregulated. In addition, it has been described that let-7i targets TGFBR1, inhibiting
TGE-$ signaling, while miR-21 degrades the TGF-§8 inhibitor SMADY?. In support of this,
the miR-21 expression is upregulated in several models of fibrosis [65,66]. Significant
functional and temporal differences have been shown among several distinct miRNAs
that are found both in the inflammatory phase (immediately post-irradiation) and in the
later fibrotic stages [58]. Mukherji et al. proposed that macrophage activation could be a
secondary effect of radiation exposure, which may result from cellular damage signals and
clearance of radiation-induced apoptotic cells, rather than a direct effect of irradiation [67].
In Oncoimmunology, Meziani and colleaguies et al. provide a thorough discussion of the
immune system /macrophage responses to radiotherapy and their involvement in the de-
velopment of radiation injury. Macrophages are described as a promising therapeutic target
for the prevention or the treatment of radiation-induced toxicities [68]. This immunomodu-
latory approach aims not only to increase the antitumor efficacy of radiotherapy but also
to limit its side effects. To limit the initiation of fibrosis in healthy irradiated tissue, the
migration of type 2 macrophages or the reprogramming of M1/M2 must be controlled [68].
However, the dynamics of myeloid cells in the bladder after pelvic radiotherapy have not
yet been elucidated and must be investigated.
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Figure 2. Role of macrophage polarization in inflammmation, phenotype markers and signaling molecules involved in
M1/M2, M2a, M2b, M2c, M2d. Importance of M1 /M2 balance in tissue repair. The M1 CD68 +/CD8&0 + macrophages which
are pro-inflammatory and the M2 CD68 +/CD206 + macrophages which are anti-inflammatory. Red arrows: elevation. Blue

arrow: dectrease

6. Preclinical Studies of Radiation Cystitis and Cell Therapy: A New Therapeutic
Avenue
6.1, Preclinical Studies of Radiation-Induced Cystitis

Animal models of radiation cystitis are preferably performed in rodents. As illus-
trated in Table 1, the radiation exposure is mostly delivered as a single dose via an X-ray
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or gamma-ray irradiator. However, it appears more appropriate to use X-rays to study
the effects of radiotherapy on tissues. For example, the SARRP (Small Animal Radiation
Research Platform) is one of the X-ray irradiators used in preclinical research. These small
animal radiotherapy devices enable state-of-the-art image-guided therapy (IGRT) research
to be performed by combining high-resolution cone-beam computed tomography (CBCT)
imaging with an isocentric irradiation system [69]. This radiation fractionation is, however,
not clinically relevant, as most pelvic therapeutic irradiations are delivered through frac-
tionated schemes in patients. Among the factors inducing fibrosis, Th-2 cytokines were
among the first to be recognized to have strong profibrotic properties. Typical cytokines
released from Th-2 cells are 11-4, IL-5, IL-10 and IL-13. Three of them, IL-4, IL-5 and 1L-13,
are linked to fibrosis development [70]. A few months after irradiation of the bladder,
degenerative epithelial tissue, urothelial swelling, pseudo-carcinomatous epithelial hyper-
plasia, fibrous tissue in the lamina propria and between muscle cells, a mild increase in
inflammatory cells, disruptions in tight junction formation, edema, loss of endothelial cells,
urothelial hyperplasia, and bleedings {in the most severe cases) were detected [71]. As
described in Table 1, three preclinical treatments were shown to reduce the development of
radiation cystitis, including Hyperbaric oxygen therapy (HBOT), liposomal and tacrolimus
instillations and also vasculogenic and angiogenic localized therapies [72-74]. For HBOT,
14 days after radiation, rats were treated in the chamber (95% oxygen and pressurized to
200 kPa for 90 min), twice daily, for a period of two weeks. This therapy reduced radiation
oxidative stress and TGF-Beta and consequently lowered levels of IL-10. Using endothelial
cells as a vasculogenic therapy and vascular endothelial growth factor (VEGF) as an angio-
genic therapy wasbeneficial in the early chronic phase. But this angiogenic therapy using
endothelial cells could promote tumor revascularization, although routine endothelial cells
culture is still limited [75,76]. It is well documented that ionizing radiations activate the Nu-
clear Factor kB (NF-kB) signaling cascade directly or via induction of double-strand breaks
and oxidative stress [77]. The NF-kB pathway is a link to the immune system in radiation re-
sponse [78]. Thalidomide, an immunosuppressive drug thatinterferes with the activation of
NF-xB, may be a valid treatment option for patients with inflammatory diseases refractory
to other first- and second-line treatments. Considering the immunomodulatory effect of
thalidomide, Kowaliuk et al. recently investigated the role of NF-kB and the functional ef-
fects of this treatment on radiogenic bladder dysfunction. Early thalidomide infusion after
pelvic irradiation using a YXLON MG325 X-ray device showed beneficial and promising
effects on the incidence and severity of bladder dysfunction [79]. The late administration of
thalidomide showed no significant effect on functionality with possible neurological side
effects, limiting its use [80]. Oral administration of clarithromycin or isoflavone before and
after irradiation results in the anti-inflammatory macrophage subtype switch and reduction
of macrophage infiltrate, respectively [81,82]. Intraperitoneal injection of Melatonin before
radiation reduces lymphocytic and macrophagic infiltrates [83]. Moreover, Intraperitoneal
injection over 8 weeks of Purified murine anti-IL-13 IgG antibody, starting 3 Week post ra-
diation exposure participate ininhibition of polarization of alternatively M2-macrophages,
also after Iterative IV infusion 5 x 10 Adipose -MSCs/infusion [84,85]. To increase the
chances of finding a potential preclinical treatment for radiation cystitis, it is imperative to
explore novel mitigators of radio-induced inflammatory reactions.
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Table 1. Recent animal models for preclinical studies of radiation cystitis {(RC) and preclinical studies targeting immune

cells to limit the development of radio-induced fibrosis.
Treatments
Method of Radiation .
Animals L ) inistrati Time Effect(s) References
Cystitis Induction Adm];}mt:atlon Post-Radiation
yP Exposure (PE)
Acéulr;fe;nile Single 20 Gy dose by a 20 sessions of Reduction of oxidative Oscarsson N
Prag >1ng Y ¥ HBOT over a 14 days PE stress and
Dawley linear accelerator (6MV) . ) et al,, 2017
rats fortnight proinflammatory factors
Adult fermale SARRP, singledose 40 , ,

Sorague- Gy Liposomal Increase in Rajaganapath
prag 6-8 weeks PE: tacrolimus 6 weeks PE inter-micturition jaganapathy
Dawley . e ot ) BR et al., 2015

: histological tissue instillation intervals
ras damage to the bladder
Injection into the
Adult fermale A s1ngle 20Gy vdose of bladder wall ‘of‘ a Revgscvularlzanon of SolerR et al.,
. using a cesium solution containing 30days PE radiation-damaged
Lewis rats , ) , . 2011
isotope-based irradiator. VEGF +/— urinary bladders
endothelial cells
Single 10 Gy dose by
Siemens Stabilipan X-ray M1 subtype switched to
Female te ,the whole Tung, Isoflavone mixture Before ,and an antlfmﬂammgtory Abernathy LM
BALB/ ¢ mice Thickened alveolar Avage after radiation M2 subtype with ot al.. 2015
septa, reflective of gavag exposure increased levels of Arg-1 ”
pheumonitis at 18 weeks and decreased NOS2
PE
vSlngle 18 Gy dose by Before and
linear accelerator (21EX . . ] .
after radiation Inhibition of fibrosis
3153 VARIAN) to the . .
Female whole Lun Oral exposure, and scoring, influx of Lee SJetal,
C57BL /6] mice . & clarithromyecin continuing macrophages and 2015
Interstitial edema and ) . "
, . . until the day of interstitial edema
fibrosis sections at 16 sacrifice
weeks PE,
5 % 6 Gy thoracic
irradiation by X-RAD Purified murine . Inhibition of recruitment
320 t-1L-13 IgG Weekly ip d polarization of
C57BL/6 : ant- & injection over 8 anc pelarization o Chung ST et al.,
) Macrophage antibody by : alternatively activated
female mice Tt . . . weeks, starting " 2016
accumulation in the intraperitoneal (ip) YM-1 positive
. . A 3 weeksPE
irradiated lung at 10 injection macrophages
weeks PE
- 1 mL of
9 Co source melatonin 4 levels of
Single dose Gy 15 to the Luti Increased levels of IL-4,
solution ) DuoX1, Duox-2 and )
Adult male wheole lung (100 mg/kg) 30 min before Aliasgharzadeh
Wist : o - B/ K8 irradiati decreased lymphocyte A ot al.. 2019
istar rats - Mild fibrosis at 17 - irradiation and macrophage etal,
weeks PE Intraperitoneal infiltration
injection
The proportion of
. 60 i
Slnglg 27 Qy do:?e by Tterative IV anti-inflammatory M2

Sprague- Co irradiator inthe ) . macrophages grew,

) infusion ) Van de Putte D

Dawley colorectal region, : 3 weeks PE favoring the M2

S 5 x 10 adipose- et al, 2017
rats Anastomosis in the MSCs/infusion phenotype and
colon at 4 weeks PE promoting wound
healing
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6.2. Stem Cell Therapy: A New Therapeutic Avenue

Because of their ability to migrate to the irradiated site and of their immunomodula-
tory and antioxidant properties in promoting tissue repair, mesenchymal stem (or stromal)
cells (MSCs) are a potential antifibrotic therapeutic candidate [86-90]. Preclinical studies
have described their beneficial effects, in particular their ability to limit the development of
pulmonary and colorectal after irradiation by modulating the polarization of macrophages.
From these investigations, it seems that MSCs could not only replace damaged epithelial
cells but also promote tissue repair through the secretion of anti-inflammatory and antifi-
brotic factors [85,01,92]. However, it is important to note that these studies were performed
on non-cancerous models. In a recent preclinical study of radiotherapy to treat colorectal
cancer, it was shown that treatment with bone marrow (BM)-derived MSCs significantly
recuced both cancer initiation and cancer progression by increasing the number of tumor-
free animals as well as decreasing the number and the size of the tumors by half, thereby
extending their lifespan. The attenuation of cancer progression was mediated by the ca-
pacity of the MSCs to modulate the immune component. The MSCs reprogrammed the
macrophages to become regulatory cells involved in phagocytosis, thereby inhibiting the
production of proinflammatory cytokines. Thus in the long term post-radiotherapy, this bio-
therapy allows the maintenance of tissue homeostasis and inhibits tumor progression [93].
MSCs inhibit fibrosis by reducing the expression of TGF-1, modulating the inflammatory
response, apoptosis, oxidative stress and remodeling of the extracellular matrix. In par-
ticular, preclinical studies have shown that MSCs could act on fibrosis by directing the
polarization of macrophages and the differentiation of CD4+ T lymphocytes [94-96]. In
response to signals derived from tissue damage, macrophages undergo reprogramming,
which leads to the emergence of a spectrum of distinct functional phenotypes (Figure 2).
A study by Chen et al. showed that MSCs couldpromote M2 macrophage polarization
by secreting TGF-3 and TSP1 [97]. Recent publications have shown that MSCs could
induce M2 macrophages through the secretion of exosomes, and these effects could be
due to the activation of transcription factors Stat6, MafB [98] and the secretion of miR-223
targeting PKNOX1 in macrophages [99]. These regulatory mechanisms are involved in
acute inflammation. However, in the case of chronic radiation cystitis, fibrosis is triggered
by chronic inflammation. MSCs could inhibit chronic inflammation by altering the polar-
ization of macrophages to resolve chronic inflammation through the secretion of exosomes
containing miR let-7b [100]. Moreover, HGF and TSG-6 have been shown to be major
effectors of the antifibrotic activity of MSCs in several models (e.g., cutaneous and renal
fibrosis [101-103]. HGF has been shown to be up the urine of prostate cancer survivors
with a radiation history [104]. HGF could potentially play a dual role in radiation cystitis
whereby it promotes angiogenesis and is protective against fibrosis [105]. TSG-6 is able
to form hyaluronan polymers, which trigger the activation of NF-«B and the subsequent
acquisition of the M1 phenotype [82]. Thus, TSG-6 could act as a negative regulator of
M2 activity by promoting the availability of hyaluronan. As prolonged M2 activity has
previously been associated with worsening fibrosis, newly secreted TSG-6 could be a major
regulatoer of inflammation after MSC transplantation [106,107].

7. Discussion and Conclusions

Although irradiation techniques have improved over time, the incidence of radiation
cystitis still poses a real problem for clinical management. Indeed, the management of
radiation cystitis, especially in the late-stage, is based largely on symptomatic treatments.
This was historically explained by the (theoretical} irreversibility of late-stage histological
fibrotic lesions. Despite encouraging results, evidence that radiation cystitis can be modu-
lated pharmacologically is insufficient and requires further confirmation as these findings
are based only on small sample sizes or on retrospective analyses. The pathogenesis of
fibrotic diseases remains a major challenge, due not only to the variety and multiplicity of
initiating events but also to a large number of profibrotic mediators involved. Neverthe-
less, MSCs appear to be a promising therapeutic alternative for the treatment of fibrosis
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in chronic radiation cystitis. The pro- or antitumor effects of biotherapies using MSCs
have been widely discussed in the literature and are one major parameter that must be
better understood before clinical application [108-110]. Other stem cells may be promising
treatments of hemorrhagic cystitis. The placenta is a potential source of stromal cells,
with decidual stromal cells {DSCs). These stem cells are easily amplified in vitro and have
greater immunosuppressive potential than BM-MSCs. DSCs inhibit alloreactive T cell
proliferation better than stromal cells from other sources and induce coagulation more
effectively than BM-MSCs. Iterative infusions can be considered in patients with inflam-
matory pathologies [111-113]. In preclinical studies, compared to bone marrow-derived
MSCs, DSCs had better viability [114]. Their clinical use must, however, be optimized. It
shotild be noted that stromal cell injections must be carried out only in a patient with a long
complete remission to limit their potential implantation near dormant cancer cells. Such
safety issties may limit the use of MSC in clinics. MSC paracrine action is widely described
in the literature [115,116]. To limit the implantation of these cells, it is possible to use the ex-
tracellular microvesicles (Evs-MSCs) that they secrete to reduce radiation-induced lesions,
including fibrosis, without exposing patients to the risk of cancer reactivation [117-119].

To increase the likelihood of finding a potential preclinical treatment for radiation
cystitis, it is imperative to test novel mitigators of the radio-induced inflammatory reaction.
For example, TCDO/WF10 is a chemically stabilized chlorite matrix that has previously
been shown to have a positive effect in the context of chronic inflammatory conditions.
It induces natural immunity and stimulates cellular defense mechanisms through its
actions on natural killer cells, cytotoxic T lymphocytes, and modification of the monocyte-
macrophage system. It reduces inflammation quickly so that healing can begin [120,121]. In
an early-stage clinical study, 20 patients with grade 3 radiation cystitis received intravenous
TCDO treatment for 5 consecutive days. From 1 to 9 months after TCDO treatment,
patients had no recurrent bleeding, and no side effects from treatment with TCDO were
observed [122]. In a phase-II study involving 100 patients, Veerasarn et al. evaluated the
effectiveness of WE10 in combination with standard care compared to standard care alone.
The complete resolution rate for hematuria was comparable in both arms (74% vs. 64%
in the experimental arm and in the standard arm, respectively). However, a significant
reduction in the relapse of hematuria was noted among responders in the experimental
arm (47% vs. 77%, p-0.01). No severe adverse events were reported [123,124].

To date, no preclinical treatment without reconstructive surgery appears to fully re-
store the function and structure of the bladder after radiation exposure. A number of
preclinical studies have described strategies for limiting fibrosis {cf. Table 1). The majority
of studies have been carried out in mice on a model of radio-induced pulmonary fibrosis.
Those were mitigating and continuous treatments (isoflavone mixture gavage, oral clar-
ithromycin) that were evaluated with respect to the inflammation and migration of immune
cells, including macrophages, and the development of fibrosis [81,125]. Clarithromycin
(CLA) administration, before and after lung radiation exposure, reduced expression lev-
els of TNF-ox, TNFR1, TNFR2, TGF-$1, CTGF and type I collagen, and inhibits both the
increased acetylation of NF-kB p65 and the elevated expression of COX-2 with reduction
of both fibrosis and macrophage infiltration [81]. To reduce fibrosis, as described by Chung
et al., it is necessary to target type 2 cytokines such as ILL3, limiting recruitment and
polarization of Ym1/Chi3L3-positive macrophages, which are alternatively activated in
the lungs following thoracic irradiation. Intraperitoneal injection of IL-13 neufralizing
antibody does not completely suppress radiation-induced TGF-§ expression, suggesting
that sustained [L-13 or TGF- neutralization therapy may be necessary to durably mitigate
fibrotic progression [84]. Rapamycin is a potent immunosuppressive drug used in solid
organ transplantation for the prevention of allograft rejection. In oncology, mTOR (mam-
malian target of rapamyvcin) inhibitors are currently being evaluated in several types of
cancers. Targeting mTOR signaling may provide a therapeutic option for radiation-induced
lung injury. Indeed, mTORC?2 activity has been described in the non-canonical signaling
of TGF-B, and mTORC?2 inhibitors could thus be of interest in the case of fibrosis [126].
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In rats, melatonin or metformin administration before irradiation using a *®*Co source
of gamma rays in the thoracic area (i.e., heart and lungs) helped prevent the infiltration
of macrophages and lymphocytes, as well as the upregulation of IL-4, IL4ral, Duox1,
andDuox2 [83,127]. Furthermore, metformin treatinent could stimulate the activity of
antioxidant enzymes stich as superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH) [128].
Other antioxidants, such as fucoidan, have been orally administered preclinically after
whole lung irradiation at 10Gy, mitigating different proteins (TIMP-1, CXCL1, MCP-1,
MIP-2, and IL-1Ra) expression in pleural fluid, decreasing pleural fluid accumulation and
reducing neutrophil and macrophage infiltration in lung tissues. Fucoidan changed the
expression patterns of inflammatory cytokines, which may consequently attenuate lung
fibrosis [129,130].

Many molecular mechanisms still need to be better understood in order to develop a
targeted treatment for fibrosis and radiation cystitis. It is, therefore, necessary to broaden
our knowledge of myeloid and lymphocytc dynamics in the development of this fibrosis
induced after pelvic radiotherapy, based on data obtained in other models (ex: lung fibrosis).
It is also necessary to follow a step-by-step translational development to ensure that patient
outcome may be improved, through the integration of robust biomarkers of toxicity, as
well as through the implementation of modern radiotherapy tools in clinical research to
minimize the doses to organs at risk, including the bladder, and therefore improve the
therapeutic index. The current knowledge on the biclogical processes involved in late
radiation toxicity clearly suggests that it is indeed easier to prevent late toxicity than to
reverse [131].
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Abstract: Fibrosis is a leading cause of death in occidental states. The increasing number of patients
with fibrosis requires innovative approaches. Despite the proven beneficial effects of mesenchymal
stem cell (MSC) therapy on fibrosis, there is little evidence of their anti-fibrotic effects in colorectal
fibrosis. The ability of MSCs to reduce radiation-induced colorectal fibrosis has been studied in vivo
in Sprague-Dawley rats. After local radiation expostire, rats were injected with MSCs before an
initiation of fibrosis. MSCs mediated a downregulation of fibrogenesis by a control of exira cellular
matrix (ECM) turnover. For a better understanding of the mechanisms, we used an in vitro model
of irradiated cocultured colorectal fibrosis in the presence of human MSCs. Pro-fibrotic cells in the
colon are mainly intestinal fibroblasts and smooth muscle cells, Intestinal fibroblasts and smooth
muscle cells were irradiated and cocultured in the presence of unirradiated MSCs. MSCs mediated a
decrease in profibrotic gene expression and proteins secretion. Silencing hepatocyte growth factor
{HGF) and fumor necrosis factor-stimulated gene 6 (TSG-6) in MSCs confirmed the complementary
effects of these two genes. HGF and TSG-6 limited the progression of fibrosis by reducing activation
of the smooth muscle cells and myofibroblast. To settle in vivo the contribution of HGF and TSG-6 in
MSC-antifibrotic effects, rats were treated with MSCs silenced for HGE or TSG-6, HGE and TSG-6
silencing in transplanted MSCs resulted in a significant increase in ECM deposition in colon. These
results emphasize the potential of MSCs to influence the pathophysiology of fibrosis-related diseases,
which represent a challenging area for innovative treatments.

Keywords: mesenchymal stem cells; colorectal; cancer; fibrosis; radiotherapy; inflammation; fibrosis;
HGEF; TSG-6

1. Introduction

Fibrosis appears in most tissues further to an injury. These pathologies greatly impact
the quality of life of the patients, and their prevalence is high, particularly in developed
countries. The potential number of patients who will suffer from colorectal fibrosis in the
future may have been underestimated. The surgical removal of the fibrotic tissue is often
required and is associated with a high morbidity /mortality, particularly in the case of colon
and rectum diseases. The colon and rectum are susceptible to radiation-induced fibrosis
and intestinal bowel diseases (IBDs), such as ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease
(CD), which are often features of fibrosis [1].

Similar to IBDs, radiation can induce colorectal damage such as severe mucosal dam-
age, chronic inflammation and activation of pro-fibrotic genes. Chronic insults, such as
those induced by persisting inflammation, prevent proper tissue regeneration and con-
tinuously activate repair pathways. These injuries lead to differentiation of resident and
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recruited myofibroblasts and the smooth muscle cells (SMCs) of the muscular layer in a pro-
fibrotic phenotype by shifting from a contractile phenotype to a secretory phenotype [2,3].
Transforming growth factor beta (TGF-$)/small mother against decapentaplegic (SMAD)
pathway is a major contributor to fibrogenic process [4]. Concomitant upregulation of
the extra cellular matrix components (ECM), ECM-degrading enzymes (matrix metallo-
proteinases, MMPs) and their inhibitors; tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)
causes a defect in ECM turnover [5]. Late phase of colorectal fibrosis is characterized by
accumulation of ECM, which occasionally infiltrates the muscle layers, and a paucicellular
microenvironment due to ischemia and mechanical stress [2,6].

The number of new cancer cases worldwide in 2020 was 19,292,789 cases, with
9,958,133 deaths [7]. Targeted cancer therapies may be more therapeutically beneficial for
lung cancer, colorectal cancer, breast cancer, lymphoma and leukemia. Targeted molecular
therapy, such as against programmed cell death ligand-1 (PD-L1) and genes from the
neurotrophin tyrosine kinase receptor (NTRK) family, will probably reduce the amount
of radiotherapy and will improve the consequence for cancer patients [8]. The abdomino-
pelvic area is home to high-incidence cancers (e.g., prostate, colorectal and cervix), currently
60% of which are treated with ionizing radiations, often associated with chemotherapy
and/or surgery [9]. An estimated 20% of patients suffer from late complications up to
20 years after pelvic radiotherapy [10]. One of the common features for the treatment
of pelvic radiotherapy disease (PRD) comprising fibrosis is the fact that the treatment
is mostly palliative. Indeed, especially in case of fibrosis no efficient curative treatment
currently exists in spite of the availability of numerous candidate therapeutic drugs, in-
cluding anti-inflammatory molecules and drugs that target TGF-f signaling pathway [1].
In contrast, a large number of preclinical and clinical studies suggest that cell therapy can
inhibit fibrosis development in various organs, such as the heart, liver, kidneys and gut
(reviewed in [1]. Mesenchymal stem cells (MSCs) have been identified to secrete specific
anti-fibrotic proteins. Notably, HGF and TSG-6 have proven to be major effectors of the anti-
fibrotic effects of MSCs in several models {e.g., skin and kidney fibrosis) [11,12]. However,
despite the proven beneficial effects of MSC therapy on racliation enteritis [13,14], there is
slight evidence of anti-fibrotic effects of MSCs in colorectal fibrosis [15]. Furthermore, the
mechanisms underlying these effects are unknown.

Based on the need to better manage colorectal fibrosis, we aimed to investigate media-
ters and mechanisms that are invelved in protection of MSCs against pelvic radiotherapy-
induced fibrosis. An invivo Sprague-Dawley rat’s model of colorectal fibrosis using
irradiation was implemented. We assessed the effects of injection of rat MSCs on colorectal
fibrosis. We set up an in vitro model of human irradiated cocultured of MSCs in presence of
the main pro-fibrotic cells in colon which are fibroblasts or smooth muscle cells irradiated.
Then the role of HGF and TSG-6 as effectors of the anti-fibrotic effects of MSCs on colorectal
fibrosis was explored on pro-fibrotic cells. Finally, to confirm the involvement of HGF and
TSG-6 in MSC-mediated effects, rats were injected with MSCs that were silenced for either
HGF or TSG-6.

2. Results
2.1. In Vivo Model of Colorectal Irradiation-Tnduced Fibrosis

Sprague-Dawley rats were exposed to a single dose of 29 Gy, which was delivered to
a 2 x 3 cm colorectal (Figure 1A), in order to obtain severe radiation-induced epithelial
alterations histologically. According to a previous report, in the above-mentioned model,
lesions were also similar to those seen in patient treated with radiotherapy and who develop
colorectal fibrosis [16]. In this model, chronology of fibrosis consisted in initiation of fibrosis
(4 weeks), intermediate phase (5 weeks) and phase of established fibrosis (7 weeks) after
irradiation. To characterize fibrogenesis in rats after colorectal irradiation, we first described
changes in the expression profile of ECM-related genes (i.e., collagens, MMPs, TIMPs, etc.)
using real-time quantitative PCR as follows: ECM components (collagen and secreted
protein acidic and rich in cysteine, SPARC), MMPs (ECM-degrading enzymes, MMP-2,9,12,
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14), serpine-1, Serpine Family H Member (SERPINH1) and TIMPs (MMP inhibitors, TIMP-
1,2, 3, 4). SPARC influences fibrotic collagen deposition. Serpine-1 gene codes for the
plasminogen activator inhibitor-1 (PAl-1) which is associated with fibrosis. The results are
compared to the “Control” group (neither irradiated nor injected with MSCs).
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Figure 1. Features of radiation-induced colorectal fibrosis model in Sprague-Dawley rats. (A) mRNA fold changes of genes
4 weeks after irradiation that are normalized to Ywhaz and standardized against control (neither irradiated nor injected with
mesenchymal stem cells (MSCs)). Extra cellular matrix (ECM) components, matrix metalloproteinases (MMPs), serpine-1
(PAI-1) and TIMPs were upregulated in colon rectum area of irradiated rats. (B) mRNA fold changes of macrophage and
T-cell response. (C) Representative histological images of colon of control and irradiated rats showing ECM (red) stained
with Picrosirius Red (origin magnification: 40x). Seven weeks after irradiation, animals display oedema in submucosa
that was caused by accumulation of ECM. (D) Representative images of colon of control and irradiated rats stained with
HES 7 weeks after irradiation (original magnification: 40x). Black arrows indicate ECM accumulation compared to control.
(E) Fibrosis deposition in the colon-rectum area of control and irradiated animals 7 weeks after irradiation. Percentage of
fibrosis area quantified on Picrosirius Red-stained slides showing a significant increase in ECM deposition after irradiation.
(F) Irradiation induces a significant thickening of tissue, particularly in submucosa and muscularis propria, 7 weeks after
irradiation. Each group of animals was composed of 6 rats. Results were compared as follows: Irradiated group was
compared to Control group. Two-group comparisons were performed with t-tests, while one-way ANOVAs, followed by
Bonferroni t-tests, were used for multiple group comparisons. The results are expressed as mean =+ standard deviation (SD).
** p<0.0L**: p <0.001
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During initiation of fibrosis, four weeks post-irradiation, ECM components collagen
1T and SPARC were overexpressed compared to the Control group (Figure 1A). Serpine-1
(gene coding for PAI-1) was overexpressed 4 weeks after irradiation. PAI-1 is known to be
significantly elevated in fibrotic tissues [1]. Genes encoding MMPs (2, 9, 12, 13 and 14) and
TIMPs (1, 2,3 and 4) were upregulated.

Chronic inflammation and fibrosis are often associated with specific immune infil-
tration. Activated macrophage markers nitric oxide synthase 2 (NOS2), arginine 2 (Arg2)
were upregulated, 4 weeks post-irradiation compared to those in control rats (Figure 1B).
Moreover, Gata-3 and Gata-3/T-bet (T-BoX transcription factor) ratio, which is indicative of
Th2/Th1 ratio in T-helper (Th) cells, indicated a higher Th2 immune response (Figure 1B).
Seven weeks post-irradiation, mucosal ulceration, oedema in submucosa stimulated by
ECM accumtlation, and overall thickening were observed (black arrows, Figure 1C,D).
Irradiated animals showed a significant increase in ECM deposition in colon and rectum
compared to control rats (Figure 1E) ECM and tisste thickening (Figure 1F).

To conclude, we described fibrosis-related features of irradiated colon-rectum area
in Sprague-Dawley rats. After irradiation, an overall imbalance in components that
regulate ECM turnover (i.e., ECM components, MMPs and TIMPs) might be related to an
accumulation of ECM.

2.2. MSCs Inhibit Fibrogenesis Following Colorectal Irradiation

We have investigated whether MSC treatment may modulate the different phases of
fibrogenesis after colorectal irradiation. We based our treatment procedures on previous re-
ports from preclinical and clinical therapeutic protocols that employed exogenous MSCs to
treat radiotherapy side effects and symptoms associated with an overdose of radiotherapy
during prostate cancer treatment [13,15]. Rats were injected twice weekly with a quantity
of 5 million of MSCs via tail vein according to our previous studies [7,17,18]. To potentiate
the effect of MSCs, we performed repeated intravenous injection of MSCs befare initiation
of fibrosis, at 2 and 3 weeks after irradiation. As described in Figure 2A, to investigate effect
of MSC therapy on radiation-induced fibrogenesis, rats were euthanized during first phase
of fibrosis (4 weeks), intermediate phase (5 weeks) and lastly during stage of established
fibrosis (7 weeks) after irradiation. The irradiated rats without the MSC transplantation
(“Irradiated” group) were compared to animals receiving MSC injections {“Irradiated +
MSCs group”).

Irradiation induced an upregulation of ECM-related genes (Figure 2B, red dots),
which was prevented by transplantation of MSCs (Figure 2B, blue dots). Four weeks after
irradiation, Irradiated + MSCs group displayed a significant downregulation of pro-fibrotic
gene connective tissue growth factor (CTGF), which was accompanied by inhibition of
collagen I, collagen III, fibronectin and SPARC expression (Figtire 2B, blue dots). Five weeks
after irradiation, MMP-2 concentration in the colon—rectum area of Irradiated + MSCs group
was significantly increased (Figure 2C, blue dots) compared to that in the control (Figure 2C,
white dots) and Irradiated group (Figure 2C, red dots). Seven weeks after irradiation, Sirius
Red staining of paraffin-embedded colon tissue confirmed a significant reduction in ECM
deposition in the colon-rectum area of Irradiated + MSCs group, particularly in submucosa
(Figure 2E, dark arrows) compared to Irradiated group (Figure 1C, dark arrows). This
observation was confirmed by measuring surface of fibrosis in longitudinal tissue sections.
Seven weeks after ECM deposition, which was dramatically increased in the irradiated
group (Figure 2D, red dot), compared to control (Figure 2D, white dots) and was reduced
in the Irradiated + MSCs group (Figure 2D blue dots). These results show potent inhibitory
effects exerted by MSCs on radiation-induced colorectal fibrosis through downregulation
of ECM components and a more efficient control ever ECM turnover.
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2.3. MSCs Act Directly on Fibroblasts and SMCs to Inhibit Their Pro-Fibrotic Phenotype

We compared effects of MSCs on human Colonic Smooth Muscle Cells (hCoSMCs)
and human Intestinal Fibroblasts (hIFs) that are responsible of colon fibrosis as described
in Figure 3A. The role of HGF and TSG-6 as effectors of the anti-fibrotic effects of MSCs
on colorectal fibrosis was explored. Influence of unirradiated MSCs (with or without
knockdown of HG or TSG-6 genes) was tested on irradiated hIFs and irradiated hCoSMCs
cultures using a Transwell system that allowed molecular exchanges without cell-to-cell
contact. Expression in irradiated hIFs and irradiated hCoSMCs cocultured with MSCs
(irradiated + hMSCs) was compared to irradiated hIFs and irradiated hCoSMCs. Expression
of the pro-fibrotic TGF-3/SMAD pathway, a major contributor to the fibrogenic process
and ECM components, ECM degrading enzymes (MMPs) and their inhibitors (TIMPs)
were measured. The results in Figure 3B,C show the genes for which significant variations
were measured. This experiment is in favor of a direct effect of MSCs on irradiated
hCoSMCs and irradiated hIFs. When co-cultured with MSCs, irradiated hiFs revealed
a marked reduction in expression of genes encoding TGF-B1, a-smooth muscle actin
(¢-SMA) and collagen III, compared with irradiated hIFs alone (Figure 3B, blue dots).
Similarly, MSCs cocultured with irradiated hCoSMCs downregulated TGF-1, collagen
I and fibronectin gene expression compared with irradiated hCoSMCs alone (Figure 3C,
blue dots). Expression in irradiated hiFs and irradiated hCoSMCs cocultured with MSCs
silenced for HGF (irradiated + hMSCs siHGF) or silenced for TSG-6 (irradiated + hMSCs
siTSG-6) was compared to irradiated hIFs and irradiated hCoSMCs. HGF silencing in MSCs
lead to an overexpression of collagen III and fibronectin in irradiated hCoSMCs (Figure 3C,
brown (siHGF) and green (siTSG-6) dots). TSG-6 silencing in MSCs induced upregulation
of a-SMA, collagen III and fibronectin gene expression in irradiated hIFs (Figure 3B, green
dots). The results are in favor of the anti-fibrotic potential of MSCs. We confirmed that both
HGF and TSG-6 may play a role in MSC-mediated inhibition of colerectal-fibrosis in vitro.

2.4. MSCs Limit Proliferation of ECM-Producing Cells

The action of MSCs on intestinal fibroblasts to inhibit fibrosis was investigated in vivo.
During fibrosis in the colon and rectum, subepithelial myofibroblasts that are located inside
mucosa and SMCs inside muscularis mucosa and muscularis propria are responsible for
synthesis of pathelogical ECM. To determine whether inhibition of ECM accumulation by
MSCs was related to suppressive effect of pro-fibrotic cells, amount of myofibroblasts was
quantified into mucosa. The results are compared to those from the Control group. Expres-
sion of a-SMA, which is a main marker of differentiated myofibroblasts, was decreased in
colon-rectum area of in Irradiated + MSCs group, four weeks after irradiation (Figure 4A,
blue dots), suggesting a reduction in myofibroblast proliferation. Four and 5 weeks after
irradiation, MSC injection significantly reduced density of a-SMA positive cells in mucosa
in the colon—rectum area (Figure 4D-E, blue dots) compared to that in the Irradiated group,
(Figure 4D-E, red dots). Interestingly, while there was a high number of &-SMA positive
cells in mucosa (Figure 4C, dark arrows) in the Irradiated group, submucosa showed no
evidernce of myofibroblastic differentiation, and a-SMA expression was restricted to blood
vessels despite a marked increase in ECM deposition. MSCs also stppressed overexpres-
sion of insulin-like growth factor 1 {IGE-1), which is a major regulator of SMC maturation,
and regulates their ECM secretory properties in the Irradiated + MSCs group, (Figure 4B,
blue dots). MSCs, thus, appear to reduce ECM production by inhibiting activation of
pro-fibrotic cells after colorectal irradiation.
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Figure 3. In vitro experiments show a direct effect of human MSCs and their effectors, HGE and TSG-6, on pro-fibrotic
activity of irradiated hlFs and irradiated hCoSMCs. (A) hlFs and hCoSMCs were irradiated with a single dose of 20 Gy,
and MSCs or MSCs silenced for TIGI or TSG-6 were added to Transwell chambers 12 h after irradiation. (B,C) mRNA
fold changes in fibrosis-related genes 24 h after MSC addition that are normalized to GAPDH and standardized against
irradiated hils or irradiated hCoMSCs. (B) MSCs reduced common features of pro-fibrotic gene expression in irradiated
hil's and (C) irradiated hCoSMCs. (B) Silencing of TSG-6 in MSCs may counteract effect on a-SMA, collagen III and
fibronectin expression in irradiated hlbs. (C) Silencing HGF in MSCs may counteract effect on collagen [l and fibronectin
expression in irradiated hCoSMUs. Two-group comparisons were performed with f-tests, while one-way ANOVAs, followed
by Bonferroni t-tests, were used for multiple group comparisons. The results are expressed as mean £ SD. *: p < 0.05;
**:p < 0.01;**: p <0.001.
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Figure 4. Involvement of myofibroblasts and SMCs in radiation-induced fibrosis and anti-fibrotic
effects of MSCs. (A,B) mRNA fold changes of ®-SMA and 1GF-1, 4 weeks after irradiation and 1 week
after the last MSC injection, which are normalized to Ywhaz and standardized against the Control
group. (A) MSCs inhibit activation of a-SMA-positive myofibroblasts. (B) MSCs decrease expression
of IGF-1, a potent activator of SMC’s pro-fibrotic phenotype. (C) Representative histological images
of paraffin-embedded slides of colon-rectum samples stained for x-SMA (black arrows): 4 weeks
and 5 weeks after irradiation (Irradiated: left; Irradiated + MSCs: right; original magnification: 100 x).
(D,E) Quantification of x-SMA-positive cells in mucosa of colon-rectum area of Irradiated groups
with or without MSC therapy. MSCs significantly decrease number of a-SMA-positive cells in mucosa
of irradiated rats 4 weeks (D) and 5 weeks (E) after irradiation. ach group of animals was composed
of 6 rats. The results of each group were compared as follows: Irradiated group was compared to
Control group; Irradiated + MSCs group was compared to control and Irradiated group. Two-group
comparisons were performed with ¢-tests, while one-way ANOVAs, followed by Bonferroni -tests,
were used for multiple group comparisons. The results are expressed as mean £ SD. **: p < 0.01;
**: p <0.001.

2.5. MSCs Delay Fibrosis by Favoring Th2/M2 Response

In previous studies, we have shown the regenerative effect of MSCs colorectal damages
induced by radiation exposure in pigs [13] and rats [14,16-18]. In these studies, MSCs
appear to act through immunomodulation [13,14,18]. Based on these studies, we have
investigated whether a treatment with MSCs may modulate MSC Th2 and M2 responses
as mechanisms to reduce fibrosis in the colon after irradiation. Macrophages and T cells
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are involved in fibrosis development through various mechanisms, potentially regulating
fibrogenesis. Principally, the reports have revealed that MSCs could act on fibrosis by
orienting polarization of macrophages and differentiation of CD4+ T cells [13]. The results
are compared to those from the Control group. During the initiation phase of fibrosis,
at four weeks after irradiation, an increase in alternatively activated macrophages (M2)
was measured by evaluating arginase-1 transcripts (Arg-1) in Irradiated + MSCs group,
(Figure 5A, blue dots). In Irradiated group, a decrease in proportion of M2 macrophages
was quantified on paraffin-embedded slides that were stained with fluorescent antibodies
directed against macrophage M2 marker CD206 (Figure 5D,E red dots). In irradiated +
MSCs group, M2 polarization was increased (Figure 5B, blue dots) compared to that in
Irradiated group (Figure 5B, red dots). Five weeks after irradiation, M2 promotion appeared
to persist as mannose receptor gene (Mre-1}, which is expressed by M2 macrophages, was
overexpressed in the Irradiated + MSCs group (Figure 5B, blue dots) compared to the
[rradiated group {Figure 5B, red dots). Since T-helper type 2 response supports alternative
activation of macrephages, Gata3/T-bet ratio of gene expression was evaluated. A higher
ratio in the Irradiated + MSCs group (Figure 5C blue dots) compared to the Irradiated
group was measured indicating a shift towards Th2 differentiation in T cells (Figure 5C red
dots). MSCs may promote a burstin Th2/M2 cells, which might be necessary to effective
degradation of pathological ECM. These cells have previously been associated with anti-
inflammatory and ECM remodeling activity, particularly during fibrosis. Data showed
that MSC injection might promote M2 and Th2 polarization finally reducing fibrosis in
colon. The MSC-mediated regeneration in the colon—rectum area induced a significant
improvement in the animals’ survival. While 30% of the irradiated rats died before day 50
(Figure 5E red line), there was a 100% survival rate during the same time period in the MSC
group (Figure 5F blue line). The reduction in the ECM deposition could, thus, ameliorate
survival, most notably by restoring tissue functionality and preventing occlusion.

2.6. HGF Silencing in Transplanted-MSCs May Promotes Fibrosis through a TGF-p-
Dependent Mechanism

Finally, in order to confirm the involvement of HGF and TSG-6 in MSC-induced
effects against colorectal fibrosis, rats were injected with MSCs that were silenced for
HGF (Irradiated + MSCs HGF group) or TSG-6 (Irradiated + MSCs TSG-6 group). The
effect of HGF silencing was presented here, then in the following paragraph the effect
of TSG-6 silencing. We retained to focus effect on established fibrosis. For this reason,
we measured consequence of transplanted MSCs silencing for HGF in Irradiated + MSCs
siHGF group at 7 weeks after irradiation. To check the effect of silencing, we compared
Irradiated + siHGF (or siTSG-6) group with Irradiated group. HGF is a potent anti-fibrotic
protein with pleiotropic activities, including immunosuppression and inhibition of TGF-3
signaling, Because HGF has been shown to mediate anti-fibrotic effects of MSCs, RNA
interference was used to knockdown HGF gene in MSCs prior to their injection in irradiated
rats as described in Figure 6A. The knockdown of HGF in transplanted MSCs (Irradiated
+ MSCs siHGF) suppressed inhibition of TGF-p and ECM-related genes. Seven weeks
after radiation exposure, TGFB-1, TGFB-2, TGFR-3 and CTGF were upregulated in the
colon-rectum area of animals transplanted with HGF-silenced MSCs (Irradiated + MSCs
siHGF, Figure 6B, brown dots) compared to those in irradiated + MSCs group (blue dots).
Concomitantly, collagen I, collagen III, fibronectin and spark (PAI-1), MMP-3, 9, 12, 13,
TIMP-1, serpine-1 were overexpressed (Figure 6B,C, brown dots) in Irradiated + MSCs
siHGF group. The stimulation of pro-fibrotic mechanisms resulted in an accumulation of
pathological ECM, to a level comparable to that observed in non-transplanted irradiated
rats. Thus, HGF that was secreted by MSCs in Irradiated + MSCs siHGF group prevented
TGF- mediated activation of fibrogenic pathways and consequent fibrosis as illustrated
in Irradiated + MSCs siHHGF group (Figure 6D brown dots) in comparison of Irradiated +
MSCs group (Figure 6D blue dots).

247



Brossard clément — These de doctorat — 2022 Annexes

Int, . bob. Sci, 2021, 22, 1750 10 of 20

]

B
(&)
a

ontrol
#
4

(¢ weeks after irradiation)

=]
1
*
&
1
*
#*
#*

40-

1,7t

H’+<I

204 »

-

(5 weeks after irradiation)
e
&
o
Gata3/T-bet (Th2/Th1) ratio

(5 weeks after irradiation)
[~ ]

104

:

o
(=]

T T T T
Irradiated Irradiated + MSCs Irradiatcd Irradiated + MSCa

i

T T
Irradiated Irradiated + M3Ca

Fold change of Arg-1 versus
Fold change of Mrc-1 versus control

(O]

100 pm

0.8 4

6-  — - 0.6 1
O
[]
41 o3 = Irradiated

Irradiated + MSCs

Survieal

Percentage of M2 macrophages
(7 weeks after irradiation)

24 . 0.2 1
0 T 5. T 0.0 T T T T T T T 1
Control Irradiated Irradiated + MSCs a 0 40 & &0 100 120 140 160

Days

Figute 5 Bffoct of MISC transplantation on macrophage polarization in irradiated colen—rectam area, (A,B) mRNA fold
changes of W2 markers Arginase-1 and Mahncse Receptor-1 that are notmalized to Ywhazand standardized against contral.
({C) MSCs inverted Th2/Thl balancein favor of Th2 «ells 5 weeks affer itradiation, as shown by increased Gata3 / T-bet ratio
gene expressian, (D) M2 palatization was identified by co-staining p o affin-embedded tissue slides with 4°6-diasmiding-2-
phenylind e {DAPT) feell nucle, blue), C068 antibody fred) and C0206 antibody {geen). M2 macrophages are shownin
vellow [merge) (criginal magndficaticr: 160 3}, MSC irjecticninduced a strong M2 pdatization of macrophages 4 weeks
after itradiation. (E) MSCsfavor W2 polarization compared to control and Iradiated group. (F) Survival curve of Irradiated
group (rad ling, n =24} and Irtadiated + MSCs grotp (blue ling, n= 26). Risk comparison ahalysis showed a significard
ircresse in st vival after MSC transplardation [p = 0.048) Each grotsp of animals was composed of 6 1ats. Results of each
group were compared as follows: Iradiated group was compared to Control group; Iradiated +IMSCs group was compared
tocontra and Eradisted group. Two-group campatisans were perf amed with f-tests, while ane-way ANOVAs, tollowed
by Bonferreni t-tepts, were tsed for multiple group comparisons, Survival curves were compared withthe log-rank test.
The results are expressed as mean £ S0, *: p < 0.05; #: p < 0.01; ¥ p < 0001,

248



Brossard clément — These de doctorat — 2022 Annexes

Int. [ Mol. Sci. 2021, 22,1790 11 0f 20

A siRNA against HGF
YT

vq<,_. ] @ Cu:,,
‘ MSCs silenced for TSG-6 (sITSG-6] - :‘ :

siRNA against TSG-6

GFP+ A cwomml | |
FP+ Ad-MSC cuture from rat

.ma ation s¢ infectl
B adipose tissue and RNA s MSC injection

Fold change versus irradiated group
(7 weeks after irradiation)
9
L

[a]
H
H
E
g
g

Fibronectin  Sparc

L g

Fold change versus Irradiated group
(7 weeks after irradiation)
e
g
L

““““ii““
;|
]

Mmp3 Mmpg Mmp12 Mmp13 Timpl Serpinel

Figure 6. 11GT silencing in fransplanted MSCs induces pro-fibrotic signals in irradiated rats and stimulates LCM production
(7 weeks after irradiation) (A) Protocol: two distinct groups of rats were injected with MSCs that were silenced for IIGI and
TSG-6 genes. (B,C) mRNA fold changes of genes 7 weeks after irradiation that are normalized to Ywhaz and standardized
against irradiated group. MSCs silenced for HGF induce a significant remodeling in the colon—rectum area of irradiated
rats, mainly by activating TGF-f signaling. (B) mRNA fold changes in genes encoding TGF-f family and ECM components.
(C) mRNA fold changes in genes encoding MMPs, TIMP-1 and serpine-1 (PAI-1). (D) Percentage of fibrosis area quantified
on Picrosirius Red-stained paraffin-embedded slides show a significant increase in ECM deposition after transplantation
of MSCs silenced for HGE Each group of animals was composed of 6 rats. The results of ecach group were compared as
follows: Irradiated + MSCs silIGI' and Irradiated + MSCs siTSG-6 groups were compared to Irradiated + MSCs group.
Two-group comparisons were performed with #-tests, while one-way ANOVAs, followed by Bonferroni t-tests, were used
for multiple group comparisons. The results are expressed as mean & SD. *: p < (0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

2.7. TSG-6 May Inhibit Tibrosis by Derequlating Macrophage Polarization

By silencing TSG-6 in the MSCs, the TSG-6 role in suppressing colon fibrosis was
investigated. Effect of transplanted MSCs silencing for TSG-6 was evaluated on an estab-
lished fibrosis, 7 weeks after irradiation. TSG-6 protein is produced during inflammation.
T5G-6is involved in hyaluronan-induced leucocyte recruitment. Thus, immunomodulatory
and anti-fibrotic properties of MSCs have been previously partially associated with their
production of TSG-6. A TSG-6 knockdown in MSCs by RNA interference was performed
(Irradiated + MSCs TSG-6). In irradiated + MSCs siTSG-6 group an upregulation of IGI-1
and collagen T and TIT (Figure 7A, green dots) was evidenced. Since TSG-6 protein was de-
scribed as able to influence macrophage polarization, as observed in our model, proportion
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of M2 macrophages in the Trradiated + MSCs TSG-6 group was quantified (Figure 7B). In
the Irradiated + MSCs TSG-6 group a significant increase in proportion of M2 macrophages
(Figure 7B, green dots) was evidenced compared to Irradiated + MSCs group (Figure

7C, blue dots). Finally, ECM deposition was significantly increased in the colon rectum
area of Irradiated + MSCs—TSG-6-treated rats (Figure 7C, green dots) compared to that in
Irradiated + MSCs group (Figure 7C, blue dots). Similar to TIGFE, TSG-6 secretion by MSCs
could be necessary for anti-fibrotic effects.
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Figure 7. TSG-6 silencing in transplanted MSCs induces pro-fibrotic signals in irradiated rats and stimulates ECM production
(7 weeks after irradiation). (A) mRNA fold changes in fibrosis-related genes 7 weeks after irradiation that are normalized to
Ywhaz and standardized against irradiated group. MSCs silenced for TSG-6 induce a strong remodeling in colon-rectum
area of irradiated rats, mainly by collagen produced by SMCs activated by IGF-1. (B) Percentage of M2 macrophages 7 weeks
after irradiation (4 weeks after MSC injection) as identified by CD68-CD206 co-staining. MSCs silenced for TSG-6 stimulate
chronic activation of pro-fibrotic M2 macrophages. (C) Percentage of fibrosis area quantified on Picrosirius Red-stained
paraffin-embedded slides show a significant increase in ECM deposition after transplantation of MSCs silenced for TSG-6.
Each group of animals was composed of 6 rats. The results of each group were compared as follows: Irradiated + MSCs
siHGE and Irradiated 1+ M5Cs siTSG-6 groups were compared to Irradiated 1 MSCs group. Two-group comparisons were
performed with #-tests, while one-way ANOVAs, followed by Bonferroni {-tests, were used for multiple group comparisons.
The results are expressed as mean + SD. *: p < 0.05; **: p <0.01; *** p < 0.001.
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3. Discussion

Colorectal fibrosis is a feature of many chronic inflammatory disorders, including
Crohn’s disease and severe chronic complications of pelvic radiotherapy. Efficient therapy
for these disorders has not been set up so far. MSCs exert various anti-fibrotic effects in
human and animal models. MSCs have regenerative and anti-inflammatory properties
that have been used to treat inflammatory pathologies, including graft-versus-host disease
(GvHD) [19] and radiclogical burns [20]. In this report, our results imply that MSCs limit
activation of pro-fibrotic cells, particularly myofibroblasts, SMCs and macrophages, by
releasing HGF and TSG-6.

Our invivo study confirms the anti-fibrotic effect of MSCs by controlling ECM
turnover. The in vitro results suggest that HGF and TSG-6 act via different mechanisms
on myofibroblasts and SMCs. MSCs that are silenced TSG-6 appears to have a selective
effect on hiFs and MSCs silenced HGF have a selective effect on HCoSMCs. MSCs that
are silenced for HGF induced a strong upregulation of collagen III and fibronectin in
HCoSMCs. TSG-6 silencing in MSCs may induce an upregulation of myofibroblasts marker
x-SMA and genes encoding collagen IIT and fibronectin. To settle these results, it would
be necessary to validate the involvement of HGF and TSG-6 by a neutralizing antibody
study. In agreement with previous studies on fibrosis, we observed that HGF and TSG-
6 may exert complementary function necessary for anti-fibrotic effects of MSCs during
radiation-induced fibrosis [21-23].

Our in vivo study shows that, following irradiation, a dense population of x-SMA
positive sub-epithelial myofibroblasts was evidenced, which likely accounted for ECM
deposition in mucosa. 0-SMA expression was restricted to blood vessels nevertheless to
confirm that the ®-SMA increase corresponds to an increase in capillary formation, a CD31
labelling might be necessary. MSC transplantation, induced a decrease of myofibroblast
population that could explain lower ECM gene expression. Moreover, the colon-rectum
area of the MSC-treated animals exhibited a lower CTGF expression. CTGF prolongs
fibrogenesis during chronic stage of radiation-induced fibrosis [24]. Indeed the downregu-
lation of CTGF could, thus, reduce pro-fibrotic signals in tissue, including myofibroblastic
differentiation [1]. Furthermore, thickening of the muscularis propria and ECM deposition
surrounding muscle fibers after irradiation support involvement of pro-fibrotic SMCs that
we observed in accordance with a previous study [14]. We have shown that the most
important effect of the HGF silencing is the upregulation of genes encoding TGF-8, ECM
components, MMFP and TIMP. The consequence was an in favor of an increased fibrosis.
Our results are in accordance with a previous study which demonstrated that MSCs that
overexpress HGF produce improved anti-fibrotic effects on lung and liver fibrosis com-
pared to wild-type MSCs [21-23]. This report puts forward that MSCs secrete HGE which
may be necessary to maintain low TGF-f signaling, resulting in inhibition of fibrogenesis
as previously reported in other models of fibrosis [1].

Similarly, TSG-6 silencing in transplanted MSCs resulted in an increase in ECM
deposition in the colon and rectum. This result is in agreement with previous studies
which establish that TSG-6 is involved in regulation of pro-inflammatory and pro-fibrotic
hyaluronan activity [25,26]. TSG-6 secreted by MSCs could participate in regulation of
macrophage activity. MSC treatment induced a significant increase in M2/M1 ratio of
macrophage polarization, which was supported by Th2 immune response. In agreement
with previous reports, we hypothesize that MSCs might limit fibrosis, by modulating
macrophage polarization [1].

The impact of HGF and TSG-6 silencing may highlight importance of secretion of
a wide range of factors by therapeutic MSCs. Compared to pharmacological treatments,
MSC therapy offers advantage of providing a pleiotropic respense by activating multiple
mechanisms instead of acting on a single pathway.
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4. Materials and Methods

We retained the use of human cells to identify key effectors secreted by MSCs on cell
types which induced colon fibrosis. Then, the results were validated in a rat model of
colon fibrosis.

4.1. In Vitro Experiments

A co-culture system was implemented to investigate influence of MSCs on intesti-
nal fibroblasts and colonic smooth muscle Cells that are responsible for colon fibrosis.
Human MSCs were cultured in a minimal essential medium o containing 20% FBS, 1%
penicillin/streptomycin and 1% L-glutamine, which were obtained from Thermo Fisher
Scientific (Illkrich, France). Cells were used between passages 2 and 5.

Primary human colonic smooth muscle cells (hCoSMCs, ref: 2940) and human intesti-
nal fibroblasts (hIFs, ref: 2920-SC) were obtained from ScienCell (6076 Corte Del Cedro,
Carlsbad, CA 92011, USA) and cultivated, respectively, in smooth muscle Growth Medium-
2 (SMGM-2™, ref: CC-3182) and Fibroblasts Growth Medium-2 (FGM-2™, ref: CC-3132),
which were obtained from Lonza Verviers (Verviers, Belgium).

In summary, 6000 MSCs/cm? were seeded on Transwell® chambers with 0.4 pm pores
(Corning Life Sciences) and hIFs or hCoSMCs were seeded on 6-well plates (Falcon) at a
density of 6000 and 5000 cells/cm?, respectively. After 4 days, hIFs and hCoSMCs were
irradiated with a single dose of 20 Gy (2.43 Gy/min) to induce pro-fibrotic phenotype. After
12 hours, MSCs (upper part of transwell) were transferred to hIF and hCoSMC cultures.
HIFs and hCoSMCs were collected 12 hours after transfer, and dry cell pellets were stored
at —80 °C prior to RNA extraction. Additional details regarding this protocol are provided
in Figure 3A.

4.2. RNA Interference against HGF and TSG-6

HGF and TSG-6 are major effectors of anti-fibrotic effect of MSCs as evidenced by
both in vitro and in vivo experiments. HGF and TSG-6 genes were silenced in MSCs
in both in vitro co-culture and in vivo transplantation experiments. ON-TARGETplus
SMARTpools of siRNAs, which were designed to improve knockdown efficiency, and
other transfection reagents were purchased from GE Healthcare Sa (Vélizy-Villacoublay,
France). SiRNAs used in these experiments were specific for following genes: human
HGE (reference L-006650-00-0050), rat HGF (reference 1.-089896-02-0050), human T3G-6
(ref: 1-012379-00-0050) and rat TSG-6 (ref: 1.-108341-00-0050). The transfection of human
and rat MSCs was performed as instructed by manufacturer. In brief, human or rat MSCs
were seeded at a density of 3000 cells/ cm?. Cells were transfected at 80% confluence
with a solution containing 2 pL./mL Dharmafectl (ref: T-2001-03) and 1 uM of siRNA in
a complete MSC growth medium (as described before). A preliminary experiment was
performed to assess silencing efficiency. RNA interference against GAPD gene was used
as a positive control (ON-TARGETplus GAPD Control Pool, ref: D-001830-10-05), and
a non-targeting siRNA served as a negative control (ref: D-001810-10-05). mRNA was
extracted from these cells, and expression levels of HGF and TSG-6 were quantified using
RT-qPCR. In in vitro and in vivo experiments, MSCs were used 48 hours after transfection,
when silencing was most effective. The silencing of HGF and TSG-6 genes is effective over
a period of one week.

4.3. In Vivo Experiments

All experiments were implemented in agreement with French laws and guidelines
for animal experiments (Act no. 92-333 of 2 October 2009) and approved by the Ethics
Committee of Animal Experimentation “CEEA number 810” (Protocol numbers: P09-10).
In total, 104 Sprague-Dawley (SD) male rats (300 g) were purchased from Janvier Labs
(LeGenest St Isle, France). eGFP transgenic rats (strain “green rat CZ-C04 Tg Act eGFP”)
derived from Sprague-Dawley strain were obtained by the Institute for Radiological
Protection and Nuclear Safety (IRSN) from Pr. Otabe (Osaka University, Osaka, Japan)
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with MTA and subsequently bred in the IRSN’s animal housing facility. The progeny of
the eGEP rats were systematically tested for expression of transgene. Transgenic rats were
used as the source of the GFP-labelled MSCs. The animals were housed in double-decker
cages (two or three per cage) with ad libitum access to foed and water and light and dark
cycles. All efforts were made to minimize suffering, and all experiments were performed
under gaseous anesthesia with isoflurane (Aerrane, Baxter SA, Lessines, Belgium). Animal
behavioral and physiological parameters (e.g., bleeding and diarrhea) were monitored
daily, and suffering animals were euthanized. Euthanasia was performed in a Co; chamber.
Sprague-Dawley rats, aged ten weeks (250-300 g) at the beginning of experiment, were
divided into 2 batches. The Control batch consisted of 6 animals that were neither irradiated
nor injected with MSCs ("Control” grotip). Other batch underwent colorectal irradiation,
followed by transplantation of MSCs. In fotal, 18 animals were irradiated without the
MSC transplantation (“Irradiated” group), and 18 animals received injections with wild-
type MSCs (“Irradiated + MSCs” group). Additional details of protocol are shown in
Figure 2A. Finally, two groups of 6 animals received GFP-MSCs that were silenced for
either HGF (“Irradiated + MSCs siHGF” group) or TSG-6 (“Irradiated + MSCs siTSG-6”
group). Additional details are provided in Figure 6A.

In another experiment, 24 rats were irradiated, and 26 rats were irradiated and injected
with MSCs according to the protocol described above to determine effect of the MSCs on
survival of the irradiated rat (Figure 5F).

4.4. Isolation, Characterization and Culture of MSCs

GFP-MSCs were extracted from adipose tissue obtained from seven-week-old eGFP
transgenic rats as previously described [14]. Briefly, subcutaneous inguinal adipose tis-
sue was removed from eGFP-SD rats, finely minced and enzymatically digested with
0.1% collagenase type I (reference: C0130, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France)
at 37 °C, and then filtered through a 30 um filter. This process was repeated three times,
and remaining collagenase was neutralized with 10% Poetal Bovine Serum (FBS) in ex-
tract. Cells were washed with Phosphate Buffered Saline (PBS} and suspended in MEM-oc
containing 20% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin and 1% L-Glutamine. Cells were seeded
at 1000 cells/cm?, and medium was changed after 4 days. On day 7, a monolayer of
adherent cells was trypsinized (trypsin-0.25% EDTA, Thermo Fisher Scientific), washed
three times with PBS and suspended in 10 millions of cells/mL. Phenotype of amplified
Ad-MSCs was verified by flow cytometry. Presence of CD90 (clone OX-7; BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France) and CD73 (clone 5F/B9; BD Biosciences) was assessed in culture,
and absence of haematopoietic lineage cells was verified with CD34 (clone ICO115; Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, USA) and CD45 (clone OX-1; BD Biosciences) markers.
Controls were performed using isotype identical antibodies. Adipogenic, osteogenic and
chondrogenic differentiation capacity of MSCs was evaluated as described by Rochefort
etal. 25. The ability to form Coleny-Forming Unit Fibroblasts (CFU-F) was also analysed.
CFU-Fs were stained with crystal viclet and counted 10 days after initial seeding.

4.5. Configuration of Irradiation, MSC Treatment and Tissue Sampling

Rats were exposed to an X-ray source (2.43 Gy/min) and received a single radiation
dose of 29 Gy as previously described [14]. Radiation field was confined to a 2 x 3 cm
window that was localized to colon-rectum area. According to our previous studies,
the groups of rats treated (“Irradiated + MSCs” group) were injected twice weekly with
quantity of 5 million of adipose MSCs via the tail vein. Injections occurred before fibrosis
at 2 and 3 weeks after irradiation during initiation of fibrosis. To investigate the effect of
the MSC therapy on the radiation-induced fibrogenesis, rats were euthanized during the
first phase of fibrosis (4 weeks), intermediate phase (5 weeks) and the phase of established
fibrosis (7 weeks) after the irradiation. Rats that received MSC-siHGF or MSC-siTSG-
6 (“Irradiated + MSCs siHGF” group and “Irradiated + MSCs siTSG-6" group) were
euthanized 7 weeks after the irradiation. Colon and rectum were sampled to evaluate the
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progression of the radiation-induced lesions (e.g., mucosal damage and ECM deposition).
Additional details regarding this protocol are provided in Figures 2A and 6A. Euthanasia
was performed under isoflurane anesthesia. After euthanasia, we sampled 3 cm of the
colon-rectum area, which was included in the radiation field. The colon-rectum area
was opened lengthwise, separated into 3 longitudinal sections and processed for future
experiments. RNALater® (ref: AM7024, Qiagen, Les Ulis, France) was used to preserve
samples that were used for gene expression analysis. For protein quantification, samples
that were used for RNA extraction were rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at
—80 °C. Final sections were immersed in 4% buffered formaldehyde, dehydrated and
paraffin-embedded. Each group of animals was composed of 6 rats for a given period of
time (e.g., 6 weeks). The results of each grotup were compared as follows: Irradiated group
was compared to Control group; Irradiated + MSCs group was compared to control and
Irradiated group; and Irradiated + MSCs siHGF and Irradiated + MSCs siTSG-6 groups
were compared to Irradiated + MSCs group.

4.6. RNA Isolation, Reverse Transcription, Quantitative Real-Time PCR, and Array Analysis

Tissue and cell total RN A were extracted using RNeasy® Mini Kit (vef: 74106, Qiagen)
from cell cultures and RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit (ref: 74704) from colon-rectum
samples. Rat samples were first disrupted using TissueRuptor disposable probes (ref:
Qiagen). Purity and concentration of RNA extracts were assessed by spectrophotometry
before reverse transcription. One ng of mMRNA was used to produce cDNAs for each
sample using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ref: 4368813, Thermo
Fisher Scientific). RT-qPCR was performed using TaqMan® Universal PCR Master Mix (ref:
4326708) and TaqMan® Gene Expression Assays (ref: 4331182), which were purchased from
Thermo Fisher Scientific. QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (ref: 4471090,
Thermo Fisher Scientific) was used to evaluate gene expression profiles. Gene expression
data analysis was performed using QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR Software and
ExpressionSuite Software 1.1 (Thermo Fisher Scientific). Relative Quantity (RQ) of each
gene was calculated using the 2-AACt method. In the in vitro experiments, GAPDH served
as an endogenous control, and irradiated cells were selected as reference group. The gene
expression prefiles of rats were assessed using Tyrosine 3-Monooxy genase/Tryptophan 5-
Mornooxygenase Activation Protein Zeta (Ywhaz) as an endogenous control. Gene-specific
Taqman probe and primer sets were obtained from Thermo Fisher Scientific as Assays-
on-Demand gene expression products. For the in vitro study, the identification numbers
were Hs00998133_m1for TGE-B1, Hs00426835_gl for a-SMA, Hs00164099_m1 for collagen
I, Hs00943809_m1 for collagen ITI, Hs00365052_m1 for fibronectin and Hs02758991_g1
for the human GAPDH endogenous control. For the in vivo study, the identification
numbers were Rn00572010_m1 for TGF-31, Rn00676060_m1 for TGF-32, Rn00565937_m1
for TGF-B3, Rn01526721_m1 for collagen I, Rn01437681m1 for collagen III, Rn00692663_m1
for fibronectin, Rn01470624_m1 for SPARC, Rn01759928 for MMP-2, Rn00579162m1 for
MMP-9, Rn01448194_m1 for MMP-13, Rn00579172_m1 for MMP-14, Rn01481341_m1 for
Serpine-1, Rn00567777_m1 for Serpinhl, Rn01430873_g for TIMP-1, Rn00573232_m1 for
TIMP-2, Rn00441826_m1 for TIMP-3, Rn01459160_m1 for TIMP-4, Rn00710306_m1 for
IGF-1, Rn00583646_m1 for aktl, Rn00591471_m1 for ilk and Rn00755072_m1 for ywhaz the
rat endogenous control.

4.7. Protein Extraction, Quantification and ELISAs

Tissue samples that were stored at —80 °C were thawed and finely minced prior to
protein extraction. Proteins were extracted by tissue disruption using TissueRuptor (Qiagen) in
ice-cold PBS containing protease inhibitors (Complete Mini, Roche SAS, Boulogne-Billancourt,
France). After centrifugation, protein conceniration was assessed in supernatants using
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). ELISAs for rat MMP-2 (ref:
EK0639, Boster Biological Technology Co., Ltd., Pleasanton, CA, USA), MMP-9 (ref: E-EL-
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R0624, Elabscience Co., Ltd., Wuhan Shi, China) and TGF-1 (ref: EK0514, Boster Biological
Technology Co., Lid.) were performed as instructed by their respective manufacturers.

4.8. Histology and Immunohistochemistry (IHC)

The paraffin-embedded samples were cut into 4 pm sections and stained with Hematoxylin-
Eosin-Safran (HES) or PicroSirius (Direct Red 80, ref: 365548-25G, Sigma—Aldrich®, Lyon, France).
The lengths and fibrosis areas in full-length longitudinal tissue sections were analysed.
ECM areas were automatically measured using Histolab software (Microvision Instru-
ments, Lisses, France) to automatically detect Picrosirius stained surfaces (magnification
40x). Percentage of fibrosis area was obtained by dividing ECM area by total surface of
tissue in each field, which was manually measured by Histolab. For immunohistochemical
protocols, paraffin-embedded sections were dewaxed, rehydrated, and then permeabilized
with a solution containing 0.1% Triton (N3020-100 ML, Sigma-Aldrich) to characterize my-
ofibroblast. The staining of «-SMA required an extra step in methanol solution containing
0.3% H>O, to inhibit endogenous peroxidases. The antigen retrieval was performed by 3 x
5 min microwave cycles in Target Retrieval Solution (ref: 5169984-2, Agilent Technologies,
Les Ulis, France). Primary antibodies against a-SMA (ref: A2547, Sigma-Aldrich), CD68
(ab125212, Abcam, Paris, France) and CD206 (bs-2664R, Bioss antibedies™, Woburn, MA,
USA) were used for myofibroblast and macrophage quantification. We used an HRP Horse
Anti-Mouse [gG secondary antibody (ref: PI-2000, Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA) and Histogreen (ref: E109, Linaris, Dossenheim, Germany) to reveal c-SMA
staining, followed by a counterstaining with Nuclear Fast Red solution (ref: N3020, Sigma-
Aldrich). For co-staining of CD68 and CD206, secondary antibodies that were conjugated
with fluorescent dyes Alexa Fluor 568 (Goat anti-Rabbit, red, ref: A-11011, Thermo Fisher
Scientific) and Alexa Fluor 488 (Donkey anti-Rabbit, green, ref: A-21206, Thermo Fisher
Scientific) were employed, respectively to characterized M2 macrophage. The fluorescent
slides were mounted with Vectashield® HardSet Antifade Mounting Medium with DAPI
(ref: H-1500, Vector Laboratories, Inc.) to show cell nuclei in blue under a fluorescence
microscope. We used Fiji software (Fiji Is Just Image], http:/ /imagej.net/Fiji) to perform
measurements on these slides. Myofibroblasts and M1 and M2 macrophages were num-
bered on their respective slides with 5 fields per sample (magnification: 100x), and total
surface of tissue in each field was measured to calculate cell density. M1 macrophages
stained positive for CD68 only (red) and negative for CD206 (green), while M2 macrophages
appeared yellow because they stained positive for both CD68 and CD206. Staining was
correlated with corresponding PCR results.

4.9. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SigmaPlot v11 (Systat Software GmbH,
Erkrath, Germany). Two-group compatisons were performed with -tests, while one-way
ANOVAs, followed by Bonferroni i-tests, were used for multiple group comparisons.
Survival curves were compared with log-rank test. The results are expressed as mean + SD.
A value of p < 0.05 is considered statistically significant. In figures, asterisks correspond to
p <0.001 (**), p < 0.01 (**) and p < 0.05 (*).

A Log-Rank survival analysis was performed using R (R Foundation). The competitive
risk methodology was used to discriminate between non-radiation-related deaths (during
anaesthesia or MSC injection} and radiation-induced mortality.

5. Conclusions

Fibrosis is a leading cause of death in occidental countries, and therapies are palliative.
The increasing number of patients with fibrosis requires innovative approaches. We iden-
tified for the first ime two key effectors that are secreted in vivo by transplanted MSCs
that limited the sustained progression of colon fibrosis. We characterized molecular mecha-
nisms of these two effectors in inflammatory cells and pro-fibrotic cells and demonstrated
their differing and complementary effects. These findings have important implications

Annexes

255



Brossard clément — These de doctorat — 2022

Int, . Mol. Sci. 2021, 22, 1790

18 of 20

for the use of radiotherapy in cancer patients and inflammatory bowel disease (IBD) and
should encourage the clinical use of MSCs. These results further emphasize the potential
of MSCs to influence the pathophysiology of fibrosis-related diseases, which represent a
challenging area for future research.
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Abstract: Chronic radiation cystitis {CRC) is a consequence of pelvic radiotherapy and affects 5—
10% of patients, The pathology of CRC is without curative treatment and is characterized by incon-
tinence, pelvic pain and hematuria, which severely degrades patients’ quality of life. Current man-
agement strategics rely primarily on symptomatic measures and have certain limitations. Thanks to
a better understanding of the pathophysiology of radiation cystitis, studies targeting key manifes-
tations such as inflammation, neovascularization and cell atrophy have emerged and are promising,
avenues for future treatment. However, the mechanisms of CRC are still better described in animal
models than in human models. Preclinical studies conducted to elucidate the pathophysiology of
CRC use distinct models and are most often limited Lo specific processes, such as fibrosis, vascular
damage and inflammation. This review presents a synthesis of experimental studies aimed at im-
proving our understanding of the molecular mechanisms at play and identifying key processes in
CRC.

Keywords: chronic radiation cystilis; radiotherapy; cancer; inflammation; vascular lesions; fibrosis;
molecular mechanism

1. Introduction

With more than 19 million new cases and 9.9 million deaths in 2020, cancer is the
second most common cause of death worldwide. Abdomino-pelvic cancers account for
approximately 25% of all cancers, with the most common being cancer of the prostate,
colon and rectum [1]. Radiotherapy is used in 50% of cancer treatments [2] and is one of
the most effective cancer treatments. Currently, 5% of patients will develop pelvic com-
plications. However, advances in radiation therapy improve outcomes and enhance sur-
vival. In the bladder, uterus, and prostate cancer, the organs at risk following radiother-
apy are the rectum and the bladder. The most common symptoms are proctopathy (5—
20%) and radiation-induced cystitis (3.5%) [3]. Radiation-induced cystitis tends to be clin-
ically severe and can cause extreme pain, hematuria, and irritative voiding symptoms.
There is no definitive time frame that constitutes the “at risk” window for radiation-in-
duced cystitis.

Patients can experience a wide range of symptoms, from mild pelvic pain to life-
threatening hemorrhagic cystitis weeks, months, or even years after treatment. To date,
there is no way to predict which subset of radiation treatment patients will experience
this potentially devastating complication. In its severe form, pain and hemorrhagic cystitis
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impair patient quality of life, prolong hospitalization and may be life-threatening compli-
cations [4]. Moreover, despite recovery, patients who have experienced radiation-induced
hemorrhagic cystitis have lower overall and event-free survival compared to patients who
have not experienced hemorrhagic cystitis [5]. Treatment is limited to managing the
symptoms and is not always effective because the causes may be multiple. The etiology
of the disease requires in-depth knowledge of the mechanisms involved, which remain
poorly understood [6,7]. It is, therefore necessary to develop a thorough understanding of
these mechanisms so that we can propose alternative therapies. Based on molecular
knowledge from preclinical studies, we present a synthesis of the mechanisms involved
in radiation-induced cystitis in order to identify key effectors.

2. Radiosensitivity of the Bladder

The goal of radiotherapy is to eliminate the tumor while preserving the surrounding
healthy organs, called the at-risk organs. The total dose that at-risk organs can tolerate
depends on the sensitivity of each organ to irradiation, and on the fraction of the organ
irradiated. The risk to an organ depends on its sensitivity to irradiation, the dose and the
exposed volume (depending on the proximity of the targeted tumor, the delimitation of
the tumor), the prescribed fractionation and the type and energy of irradiation used (pho-
ton, neutron, electron, proton, carbon, etc.). The bladder is an organ at risk in all radiation
treatments for pelvic cancers, particularly prostate cancer (Table 1).

Table 1. Organs at risk according to the organ of the abdomino-pelvic sphere treated by radiotherapy.

Organ Treated by Radiotherapy Organ at Risk
Rectum Small intestine
Anal canal Small intestine, bladder, vulva, labia majora
Cervix Rectum, bladder, anal canal, small intestine, sigmoid colon, vagina
Endometrium Rectum, bladder, anal canal, small intestine, sigmoid colon, vagina
Vulva Rectum, bladder, urethra, anal canal, small intestine, sigmoid
Prostate Rectum, bladder, anal canal
Bladder Rectum, anal canal, small intestine, sigmoid colon
Testis Spinal cord, kidney, stomach, small intestine, colon

The long-term complication rate is influenced by the three key components of the
irradiation protocol, as follows:

1. The exposed bladder volume and surface area—if involved, the trigone is more prob-
lematic than the bladder dome.

2. The dose rate—a rate below 0.8 Gy/h reduces the risk of cystitis and the dose of the
daily fraction of irradiation. Doses higher than 2 Gy per fraction increase the risk of
delayed sequelae.

3. The total dose—toxicity is higher when the overall dose is higher than 60 Gy to the
bladder; conformal beam therapy provides higher doses to the target tissue while re-
taining a lower total dose in the bladder. (Figure 1) [8].

e { <20% <25%
746y L 796y| | 65 Gy [-<50%
Bladder 40-60 Gy
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Figure 1. Bladder dose constraints in conformal radiotherapy as a function of the percentage of
whole bladder exposed. Establishing the dose constraints for the bladder for a given surface area
makes it possible to assess a dose-volume effect on urinary toxicity. The tolerance dose is often ex-
pressed as follows: Vx < Y%, which means that the dose X Gy must not be delivered in more than
Y% of the V volume of the organ at risk [9,10].

3. Incidence of CRC

The risk of urinary toxicity increases linearly over time but without a plateau [11-14].
The percentage of lesions for urinary toxicity in the case of three-dimensional conformal
radiation therapy (3DCRT) and intensity modulated radiotherapy (IMRT) for a total dose
from 50 to 80 Gy and for a volume of bladder irradiated from 2 to 20% is presented in
Figure 2.

- 3DCRT IMRT
Organs
irradiated 7 i Colorectum

% of bladder |

(50-80 Gy) @ @
2-15% 2-25%
grade2 grade2

Figure 2, CRC symptoms are a function of the dose and the surface area of the bladder irradiated.

This Figure summarizes our knowledge regarding chronic lesions of the bladder for 3DCRT and

IMRT for urinary toxicity. The percentage of grade 2 or 3 lesions for a dose range from 50 to 80 Gy
is indicated for 5 and 10 years after radiotherapy.

10-20% 10-20%
irradiated |

% of lesions. 1
urinary toxicity

However, it is difficult to determine the % of CRC and its symptoms. Indeed, the
large number of irradiation techniques, as well as the related radiotherapy protocols,
means that the percentages for each symptom can vary greatly. In addition, there are few
studies on these subjects and often little or no detail is provided, making it difficult to
synthesize the data. Here, we have given an overview of the frequency of the different
symptoms depending on the organ treated and the time after radiotherapy.

4. Pathophysiology of CRC in Patients

The acute phase of radiation cystitis mostly occurs during radiation treatment. The
early effects are damage to the urothelium and microvasculature. Microvascularization
damage induces the development of edema in the bladder wall [15]. Edema of the mucosa,
submucosa and lamina propria develops, accompanied by acute inflammation. At the
level of the cells of the urothelium, nuclear pycnosis and hyperchromatic nuclear colora-
tion are observed; the nuclei may also be enlarged and atypical. Tight junctions and the
polysaccharide layer are disrupted, allowing hypertonic urine and isotonic tissue to come
into contact, resulting in tissue inflammation and early symptomatic acute radiation cys-
titis.

Damage to the mucosal wall may be caused by local necrosis of the urothelial cells.
These lesions may appear in the first few months after irradiation or appear more than a
year after exposure when the chronic phase is initiated. Vascular endothelial cells are
thought to be the primary target cells for bladder injury after radiation, with late bladder
fibrosis accurring because of vascular ischemia of the bladder wall. Vascular endothelial
cell edema is evident at three months and endothelial cell proliferation is evident at six
months. The main features are vascular endothelial cell edema, endothelial cell prolifera-
tion, perivascular fibrosis. Vascular ischemia, edema, and cell destruction cause the re-
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placement of bladder smooth muscle fibers by fibroblasts and increased collagen deposi-
tion. The foremost processes are smooth muscle edema, smooth muscle replacement by
fibroblasts, increased collagen deposition, and vascular ischemia [16,17].

The impact is that urinary frequency, dysuria and lower bladder capacity increase
[18]. Edemas of the mucosa, submucosa and lamina propria potentiate these effects. He-
maturia may develop in relation to petechiae into the lamina propria and submucosa. It
should be noted that the appearance and intensity of acute lesions are not related to the
severity observed at the chronic level [19,20].

The chronic effects of radiation cystitis differ from the acute effects. Chronic radiation
cystitis can develop between 6 months and 20 years after radiation therapy. Factors related
to the patient, as well as to the tumor and treatment, increase the risk of developing
chronic radiation cystitis. Diabetes, hypertension and previous abdominal surgery are risk
factors. Surgery, postoperative sequelae, and chemotherapy can contribute to the devel-
opment of chronic radiation cystitis. The volume of tissue irradiated, the dose to the blad-
der as well as concomitant treatments and individual radiosensitivity are aggravating fac-
tors. The symptoms of the chronic phase are the result of a combination of processes that
range from the deregulation of urothelium homeostasis, hyperactivation of the endothe-
lium, inflammation, hypoxia, oxidative stress, defect in neuroregulation and fibrosis.
These processes potentiate each other, allowing the progressive worsening of the CRC.
Ischemia, fibrosis and neuroinflammation appear to be the main factors responsible for
the symptoms of CRC; however, they are permanently potentiated by all the processes
stated above. Consequently, some symptoms of CRC appear years after radiotherapy, the
most obvious of which are bladder contraction, ulcer formation, fistula, and bladder dys-
function. Therefore, the pathology of CRC should include the following urinary symp-
toms: frequency, urgency, dysuria, hematuria, pain, degradation of quality of life [21].
Cytoscopy can be used to classify the three main forms of CRC [22]: a predominantly in-
flammatory form with edema, mucosal pallor and possible ulceration, a predominantly
bleeding form with friability, spontaneous hemorrhage and telangiectasia, and a mixed
form with features of inflammatory CRC and hemorrhagic CRC [19,22-25].

5. Grading CRC

Lesions can range from a simple inflammatory reaction to almost complete loss of
bladder function. The main clinical symptoms are macroscopic hematuria accompanied
by pain and pollakiuria. Different scales for rating the severity of CRC exist. The European
Organization for Research and Treatment of Cancer and Radiation Oncology Therapy
Group (RTOG/EORTC) scale for calculating radiation toxicity of exposed organs is the
most widely used. Another commonly used scale is the LENT-SOMA scale, which stands
for Late Effects Normal Tissue (LENT)-Subjective Objective Management and Analytic
(SOMA) assessment. Each known individual organ or tissue has its own LENT-SOMA
scale [26]. The LENT-SOMA scale is a comprehensive system and provides a great deal of
information but can be difficult to implement outside clinical trials (Table 2). Several clas-
sification systems for the severity of hemorrhagic cystitis have been used in published
reports and are presented in Table 2 [27-32]. Today, the most widely used system is the
CTCAE v5.0 system [33]. All these scales are mainly based on the degrees of hematuria
(microscopic to macroscopic) and their frequency as well as patients” bladder capacity.
The classifications do not take into account the degradation in patients’ quality of life due
to CRC, whereas the bladder seems to tolerate high doses of ionizing radiation, as demon-
strated by the long-term follow-ups of bladder cancers treated with radiotherapy by Lars
Henningsohn et al. [34]. In this study, the symptoms are studied one by one, which makes
it possible to advance and understand the underlying pathophysiology. This study has
the great merit of correlating symptoms and pathophysiology with the long-term quality
of life of patients after radiotherapy, which is too rarely done. This study shows that it is
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essential to take account of the patients” distress, their pain, the degradation of their qual-
ity of life and their sexual comportment in pathophysiological investigations and in the
classifications.

Table 2. Classification systems for the severity of cystitis.

Grade CTCAE v5.0 [33] RTOG/EORTC [26] LENT-50MA [32]
Slight epithelial atrophy Hematuria occasional and microscopic

Minimal or microscopic bleeding Mi
in

. . P or telangiectasia (microscopic Dysuria occasional
intervention not indicated Rk . .
hematuria) Incontinence weekly episodes
Hematuria intermittent, macroscopic
Gross bleeding, medical inter- Moderate frequency P
) . e . . , and <10% decrease hemoglobin
II  vention or urinary tract irrigation Generalized telangiectasia L )

g . . . Dysuria intermittent
indicated Intermittent macroscopic hematuria

Incontinence daily episodes

Severe frequency and dysuria

Transfusion, interventional radi- . . \ . . }
Severe generalized telangiectasia Hematuria persistent, macroscopic and

ology, endoscopic or operative

. L . (often with petechiae) 10-20% decrease hemoglobin
Il intervention indicated, radiation i . . )
therapy (i.e., hemostasis of bleed- Frequent hematuria Dysuria persistent and intense
20 4tA ) o Reduction in bladder capacity (<150 Incontinence daily episodes
ing site
cc)

Hematuria persistent, >20% decrease
hemoglobin

Dysuria refractory and excruciating
Incontinence complete refractory

Abbreviations: CTCAE = Common Terminology Criteria for Adverse Events; RTOG/EORTC =

Toxicity criteria of the Radiation Oncology Group (RTOG)/European Organization for Research

and Treatment of Cancer (EORTC); LENT-SOMA = Late Effects Normal Tissue (LENT)-Subjective

Objective Management Analytic (SOMA).

Life-threatening consequences, Necrosis/ Contracted bladder (ca-
IV major urgent intervention indi- pacity <100 cc)
cated Severe hemorrhagic cystitis

6. Clinical Management of Radiation Cystitis

Conventional treatments focus on reducing the episodes and intensity of hematuria
and inflammation (Figure 3) [35]. In the case of inflammatory CRC, problems mainly occur
during the urine storage phase, urination and/or chronic pain. Treatments for pain in the
voiding phase are al-adrenoceptor antagonists (al-blockers), corticosteroids, as well as

catheterization to avoid pain. General pain can be treated with paracetamol or non-steroi-
dal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) [22,36].
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[ Symptoms of chronic radiation cystitis ]
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a * Surgery (laparoscopy)

+ Removal of part of the bladder
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Haematuria always abundant:
+ Cystectomy

Figure 3. Decision tree for the management of chronic radiation cystitis and its treatment.

therapy

In the case of hemorrhagic CRC, the first step is to establish the origin of the bleeding.
To do this, a cystoscopy is performed to check the condition of the bladder wall and that
of the blood vessels. The treatment of hemorrhagic CRC will depend on the intensity of
the hematuria.

First-line treatments for hemorrhagic CRC can be used for grade 1 on the LENT-
SOMA scale. These include blood clot evacuation and hyperbaric oxygen therapy. In cases
where the hematuria is sudden and severe, blood transfusion may be required, followed
by hyperbaric oxygen therapy [37].

For intermittent but persistent hematuria, oral treatments such as nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and glycosaminoglycan (GAG) protectors (WF10 intrave-
nous and sodium polysulphate) are prescribed.

If the hematuria continues to worsen (above grade 2 on the LENT-SOMA scale) more
severe treatments are required. These include cystoscopy with hydrodistention or botuli-
num toxin injection. Intravesical instillations are also used. These include dimethyl sul-
foxide (DMSO) or GAG layer protectors (sodium pentose polysulphate, heparin, etc.) and,
as a last resort, aluminum and formalin.

If the CRC continues to worsen, it is possible to cauterize the blood vessels (via laser,
fulguration, or clectrocoagulation) and then embolize the bladder and prostate arteries. If
this is not enough, it is possible to perform laparoscopy, partial bladder removal or uri-
nary diversion and, as a last resort, a cystectomy [6,7,22,38-41]. The effect of treatment on
the parameters of pollakiuria, dysuria and pain have not been extensively studied, the
result of only a partial evaluation of the effectiveness of the therapies tested. Various side
cffects of these therapies are known, including risk of intoxication, bladder rupture, kid-
ney failure, fibrosis and even death. According to the literature, these techniques and
methods may show some slight decrease in hematuria grades [5,42-55]. The results may
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be short-term effects with significant side effects such as intense pain, to the point of hav-
ing to interrupt treatment [40]. Hyperbaric oxygen therapy may be the method that seems
to show the highest efficacy (75% improvement within six months) with the least side
effects, which can include barotraumatic otitis, transient visual disturbances and pares-
thesia of the fingers. However, hyperbaric oxygen treatment is constraining and expen-
sive, requiring 3040 sessions of 80-90 min over two months, plus the effects diminish
with time and may recur a few years after treatment, up to 40%, especially in the most
serious cases [37,56] (Figure 3).

7. Mechanisms of CRC: Lesson from Preclinical Studies

The chronicity of the effects of radiation therapy involves mechanisms common to
most healthy tissue exposed to radiation. These mechanisms are also found for CRC. The
chronicity of radiation effects on healthy tissue is associated with endothelial damage with
late vascular repercussions and disruption of angiogenesis. This phenomenon induces a
chronic inflammation. In the longer term, the implementation of these mechanisms leads
to fibrosis and disorganization of the muscle layers. As detailed below, analysis of pre-
clinical data confirms that the mechanisms are similar although they are less detailed in
CRC. The pathology of CRC shows that there are two predominant forms, namely an in-
flammatory form and a hemorrhagic form, which can be combined (as described above).
Based on this observation, there seem to be two major mechanisms of CRC: chronic in-
flammation and vascular damage. Given that inflammation is linked to pain, it seems
likely that there is a role for neuro-inflammation in this process, inducing a lack of neuro-
genic control. (Figure 4).

Urothelial
injuries

Vascular
lesion

Figure 4. Relationship between the main mechanisms involved in CRC.

However, clinical trials, as well documented as they are, unfortunately do not explain
the mechanisms of CRC. On the other hand, preclinical studies provide more information
regarding homogeneous animal cohorts in term of doses as well as irradiation protocols,
combined with a precise monitoring of the animals for long-term follow-up. However,
one must keep in mind the limitations of animal models when extrapolating mechanisms
to human pathology. To illustrate this, in humans, hemorrhages are a major component
of CRC, but they appear very sparsely in animals. A review of original articles was per-
formed using PubMed from 1950 to 2020. We used the following search terms: Chronic
radiation cystitis, radiation cystitis, radiation-induced cystitis, radiation-induced hemor-
rhagic cystitis, radiation damage bladder. We retained only articles discussing mecha-
nisms, and excluded articles referring to treatments. Then we selected only those articles
that study the chronic phase. In all, eighteen articles have been selected, as summarized
in Table 3.
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Table 3. Summary of Pre-Clinical Studies of Chronic Radical Cystitis (1978 to 2021).

Model Dose Irradiation Source Study Time Main (,harflcterlsllc Method Main Results Ref
Studied Used
Li elerator (1.8
CBA Female Single dose from 10 to 40 inear accelerator ( Monthly (for - Metabolic Increase in urinary frequency with the
B MeV, 75 pulses/sec). - Miction . L. [57]
Mouse Gy (5 Gy increments) . 16 months) Cage irradiation dose
112.5 Gy/min
Increase in urothelium regeneration
) Linear accelerator (18 3,7,9, 12,19 Urotheliufn regenera- Tl'ilil.lm speed between 6 :and 22 months in-
CBA Female Single dose from 10 to 40 tion marking versely proportional to the dose
B MeV, 75 pulses/sec). and 22 . " . . [58]
Mouse Gy (5 Gy increments) . Endothelium regener- Tritium  Dose-dependent increase in endothe-
112.5 Gy/min months L . . .
ation marking  lium regeneration rate between 6 and
22 months.
Single or fraction dose: 2 Increase in urinary frequency with the
(24 h) and 5 fractions (4 irradiation dose, but decrease in uri-
days) nary frequency with the number of
CBA Female Single dfasc.: 151032.5CGy Linear accelerator (1.8 6to15 Miction Metabolic frachonf from 12 wonths onwards.
(2.5 Gy increments) MeV, 75 pulses/sec). months . Progressive reduction of bladder ca-  [59]
Mouse . B Bladder capacity Cage > . B
Dose for 2 fractions: 22.5 to 112.5 Gy/min (monthly) Ppacity proportional to dose and in-
37.5 Gy (5 Gy increments) crease of capacity proportional to the
Dose for 5 fractions: 30 to number of fractionations starting at 12
55 Gy (5 Gy increments) months.
Fractionation: 1, 5, 10 or 20 P .
N Increase in urinary frequency with the
fractions (equal dose per . - .
. irradiation dose, but decrease in uri-
fraction spread over 1 to 2 .
. nary frequency with the number of
Female weeks (condition 20 frac- . .
. . Linear accelerator (1.8 . . fractions from 10 months onwards
mouse tions =2 fractions per day 9,10, 11,13, Miction Metabolic . N
Y MeV, 75 pulses/sec). . Progressive reduction of bladder ca-  [60]
CBA/Ht Gy f separated by 5 h)) . 14 months Bladder capacity cage > . R
L 112.5 Gy/min pacity proportional to dose and in-
BSVS Irradiation dose for 1 frac- crease of capacity proportional to the
tion: 20, 25 and 30 Gy. number fffactit);\sti E\s starting at 10
For 5 fractions: 35, 45, 55 © r:onthoi : &
and 60 Gy. =
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For 10 fractions: 45, 55, 65
and 75 Gy.
For 20 fractions: 50 to 90
Gy (increment of 10 Gy).
Electron:
1 fraction: 17.5, 22.5, 25, 30
Gy
2 fractions: 22,5, 27.5, 32.5,
37.5Gy; L .
4 fractions: 35, 45,55 Gy ) ) ‘lncrt?asAe in urinary frequency vutljn the
Female . 1.8 MeV electron linear irradiation dose but decrease in urinary
8 fractions: 35, 45, 55, 65 9to 14 . X .
mouse accelerator or 3 MeV _— Metabolic frequency with the number of fractions
Gy . months Miction [25]
CBA/Ht Gy f neutron linear cage from 9 months onwards
Neutron: (monthly) - . .
BSVS . accelerator Irradiation with electron is less damag-
1 fraction: 7, 8, 9, 10 Gy in
2 fractions: 7.5, 9, 11, 12.5 &
Gy
4 fractions: 8, 10, 12, 14 Gy
8 fractions: 8, 10, 12, 14, 16
Gy
Increase in urinary frequency from 7
- Metabolic months and proportional to the irradia-
Miction h
Female Linear accelerator (1.8 Urothelium regenera- cage tion dose
mouse  Single dose from 15 to 32.5 or L 16 months © T IeE Tritium  Limited urothelium regeneration in the
- . MeV, 75 pulses/sec). tion B ) . . [61]
CBA/Ht Gy (2.5 Gy increments) 1125 Gy/mi (monthly) Endotheli marking first 3 months after irradiation.
BSVS > Gyimin ndo e;s;?’lregmer Trittum  Limited regeneration of the endothe-
: marking lium in the first 3 months after irradia-
tion.
. § Increase in urinary frequency as a func-
Female . Day5,12,19 - Urinary frequency Metabolic  tion of time (acute phase in the st
. X-rays 250 KV, filtered at then every 4 B
mouse Single dose of 10, 15, 20, cage month) and proportional to the dose.
0.5 mm Cu, at 15 mA. At to 6 weeks Max. bladder volume . [62]
C3H/Hen 25,27.5 and 30 Gy K Cystoscopy Decrease in max. bladder volume as a
Af-nu+ 2.1 Gy/min (over 53 Histolo; function of time (acute phase in the 1st
weeks) Urothelium stology pha X

month) and proportional to the dose
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Epithelial denudation and focal hyper-
plasia, with fibrosis and ulceration.
Fractionated doses over 5 . -
. Increase in frequency of urination de-
consecutive days (once a .
day) for a total of 33, 36 crease in max. volume for 100 weeks
ay) for a fota’ of 3, X-ray of 300 kV 0.8 for dose 39 Gy or 36 Gy (total bladder
New Zea- and 39 Gy. . P . . -
Gy/min (Seifert isovolt - Metabolic  irradiation), and from 20 weeks on-
land male ) . 100 weeks Miction K . [63]
. L . 3002; filtration: 1.0 mm cage wards for irradiation on half of the
rabbit Irradiation of the entire .
Al) bladder (39 Gy at the cranial part of the
bladder or half of the blad-
. bladder and 39 Gy or 36 Cy at the cau-
der on the cranial or caudal R
. dal part)
side.
Fractionated doses over 5 Dose-dependent umthehél hyperplasia
. or atrophy of the urothelium and more
consecutive days (once a ronounced in the body of the bladder
day) fora total of 33,36 X-ray of 300 KV 0.8 pronot i
New Zea- 439G Gy/min (Seifert It and trigone, submucosal and muscular
land male an v y/min ¢ E.l ert lsovo 100 weeks Tissue alteration ~ Histology tissues showed dose-dependent fibro-  [64]
. Irradiation of the entire  3002; filtration: 1.0 mm . .
rabbit sis and changes in the blood and lym-
bladder or half of the blad- Al) X .
R phatic vessels, the body and trigone are
der on the cranial or caudal L S X
(e more sensitive to radiation (more fibro-
side. sis, changes in the vessels)
Absorbent
paper (15
1,2and 4 ey )
Scanning  Increased frequency in acute phase
weeks after . . )
Female irradiation Urinary frequency tablet (Cal- during the first 4 weeks, and late phase
. X-ray 250 kV, filtered at comp B.V.,, from 15 to 37 weeks (dose-dependent).
mouse Single dose of 10, 15, 20, then monthly . . .
0.5 mm Cu, at 15 mA, 2.1 Volume per voiding Am-  Volume reduction per voiding between [65]
C3H/Hen 22.5, and 25 Gy . up to 61 -
Afrut Cy/min weeks (irradi- stelveen, 52 and 56 weeks for 25 Gy.
o Max. bladder volume The Nether- Decrease in total bladder volume as a
ation in week . .
lands) with function of the dose.
4or12) .
special pro-
gram
Cystoscopy
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Correlation between decrease in max.
bladder volume and the expression of
TGFg and collagen, decrease in total
Female bladder volume
mouse . Cystoscopy Increased tissue protein expression in
fert Is 1t 320 300KV, 3 .
C3H/Neu Single dose of 19 Gy Seifert Isovo ‘O 00KV, Bladder function ~ Immuno- TGFf (in both strains) as a function of
. 5.3 Gy/min 90 to 360 X . . . .
Female Single dose of 25 Gy and . Fibrosis histochem- time and dose, increased collagenTand [66]
Seifert Isovolt 320 250kV days . . - L
mouse 14 Gy. 2.1 Gy/min Urothelium istry IIT from 180 days after irradiation, but
C3H/Hen LY Histology decreased collagen I/III ratio in
Afnut C3H/Hen Af-nu+ mice and increased in
CH3/Neu mice
Increased denudation or hyperplasia as
a function of the dose, edema.
2,4,7,10,13,
16, 19, 22, 25,
ifert Is 1t 320/20 x- 28, 31 days
Seifer iO.VO .O/ 0x ! ays Increased COX-2 expression in
Female ray machine (Seifert X-  (early), then . ]
. N . . Immunohisto- the blood vessel wall during
mouse Single dose 0f 20 Gy~ Ray Corp., Fairview Vil- on days 90, Vascular chenist the precocious phase (4 to 16 [67]
C3H/Neu lage, PA) 200KV, 0,85 120, 180, 240 LA gfb‘;ton; e ot
Gy/min and 360 (late) VS phase.
after irradia-
tion.
Decrease in superficial cells in
2,4,7,10,13, early phase (day 0 to 31) until
16, 19, 22, 25, the beginning of late phase (90
Seifert Isovolt 320/20 x- 28, 31 days to 120 days), progressive loss
Female ray machine (Seifert X-  (early), then Immunohisto- of Uroplakine III expression at
mouse Single dose of 20 Gy~ Ray Corp., Fairview Vil- on days 90, Urothelium chemist " the cell surface correlated with [68]
C3H/Neu lage, PA) 200kV, 0,85 120, 180, 240 istry the loss of superficial cells, but

Cy/min and 360 (late)
after irradia-

tion.

increase in cytoplasmic expres-
sion of Uroplakine III in super-
ficial cells until the beginning
of late phase (120 days)
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Seifert Isovolt 32020 x- 90, 120, 180, I':fit:lal t;‘lm ‘:zi:‘:::z‘:::ﬁ"d
Female ray machine (Seifert X- 240 and 360 S Histology 00¢ vessex Y
. N . Fibrosis and late phase
mouse Single dose of 20 Gy~ Ray Corp., Fairview Vil- (late response Vascular Immuno- [69]
C3H/Neu lage, PA) 200kV, 0,85  phase) after ) histology . -
Gy/min irradiation Increase in collagen deposition
Y © in the bladder.
Increase in collagen at 3
months in muscle with fibrosis
and overexpression of the TGF
is B S.
Lewis Rats . Cesium irradiation 1,5and 3 Fibrosis .Hlstology f gene. at 3 months
Single dose of 20 Gy . . Histology and ~ Decrease in the number of [70]
female (about 4 Gy/min) months Vascular lesion . .
transcriptomic  blood vessels at 1.5 and 3
months, preferably in the
dome, without increasing the
expression of the VEGF gene.
Metabolic [n?rease in urinary frequency
cage with decrease in volume per
Female Small Animal Radiation Miction a8 void.
. Research Platform Fibrosis . Increased fibrosis
Cb[’rll-lo/‘ll-;eN Single dose of 20 Gy (SARRP), 2 Gy/min 220 19 weeks Urothelium Hlstol()lsy,t hin- Decreased Upk ITI, E-cadherin 120]
¢ kVand 13 mA Inflammation mun: ST and cD31 expression, hyper-
Histfi) plasia.
sty Increase of mast cells
Increase in urinary frequency /
Whatman fil- incontinence 9 weeks after irra-
X-RAD 320 biclogical ir- . ter paper diation
Female . . o Miction Decrease in contractility and
Single dose of 10 Gy, exter- radiator (Precision X- 1,2,4,6and 9 . . . R .
mouse Bladder contraction Electromyo- compliance, increase in passive [71]
nal bladder Ray, North Branford, and 12 weeks . . . . .
C57Bl/f6 . Fibrosis gram tension 9 weeks after irradia-
CT), dose rate not given .
tion.
Histology  Increased collagen deposition
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7.1. Urothelium: Unknown Actor but May Be the Key Element in Inflammation: A Paradigm
Shift?

We decided to approach CRC through the loss of impermeability of the urothelium,
although the endothelium is described as the key element in chronic radiation sequelae
on healthy tissue. The loss of impermeability of the urothelium is the loss of a protective
barrier of the bladder. This is the first element allowing deterioration of the undetlying
tissues. Maintaining the impermeability defect over time due to a defective repair may
enable implementation of the mechanisms observed during the chronic phase. Many
agents can maintain these lesions of the urothelium in patients and could be facilitating
agents for the establishment of CRC. The observation that visible lesions on the
urothelium occur early in CRC and may be the result of improper acute phase repair
confirms that the urothelium may be the initiating point of CRC. This lack of repair can
lead to inflammation, which can participate in vascular damage and thus lead to the
development of CRC.

Damage to the visible structure of the urothelium occurs mainly with hyperplasia.
The urothelium also undergoes molecular changes, with a decrease in tight junctions such
as uroplakine III or E-cadherin inducing an increase in bladder permeability. In the first
phase of CRC, a decrease in the number of superficial cells was observed [20,68]. In the
late phase, the main feature in studies is that the urothelium presented lesions at the
structural level. In the studies of Zwaans et al. and Jaal et al., a decrease in the expression
of uroplakine 3 was detected in superficial cells as well as in the expression of E-cadherin.
These decreases induced a diminution in bladder tightness. Infiltration of urine into the
tissues maintained inflammation and urothelium lesions accompanied by hyperplasia
and edemas [20,68]. Hyperplasia remained the most frequent phenomenon [20,64,68,72].
In preclinical studies, hyperplasia, erosion of the urothelium, atrophy and cellular edema,
especially in the basal cells, are common mechanisms found for several animal species
and irradiation configurations. Edema and hyperplasia were also described in CRC
patients [72]. The integrity of the urothelium is maintained through a complex process of
migration, proliferation and differentiation of stem cells. All preclinical studies confirm
the damage to the urothelium resulting in edema, hyperplasia and a decrease in the
thickness of the urothelium. There seem to be abnormalities in the regeneration of this
tissue, which could be related to a deregulation of the proliferation and differentiation of
stem cells of the urothelium. Accelerated proliferation can occur in various bladder
pathologies. For example, during the use of chemical agents such as cyclophesphamide
that damage the umbrella cell layer [73,74]. Slow urothelial cell turnover and
differentiation can be influenced by exogenous factors, including epithelial growth factor
(EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) and other molecules such as retinoic acid [75-77]. We can hypothesize that during
CRC there is a deregulation of urothelial stem cells and that factors such as EGF, PDGF
and PPAR could contribute to this deregulation (Figure 5).
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Figure 5. Abnormalities in urothelium regencration and loss of impermeability.

7.2. Vascular Lesions Are the Checkpoint in Chronicity Development
7.2.1. Vascular Damage Implicated in Late Radiation Injury

In survivors of radiation-treated cancers, vascular damage contributes to the initia-
tion and subsequent progression of radiation-induced tissue damage [78]. [onizing radia-
tion, through its effects on the endothelium, mediates initiation and progression of radia-
tion-induced damage to healthy tissue. Endothelial apoptosis increases vascular permea-
bility, endothelial activation and recruitment of inflammatory cells, and activation of the
coagulation system, contributing to the progression of radiation-induced tissue damage
[79]. Endothelial cells play a key role in the control of vascular tonicity by secreting mole-
cules that act on vascular smooth muscle cells [80]. The main effects are radiation-induced
cell death, loss of thromboresistance and secretion of soluble factors, such as cytokines or
growth factors. Thrombomodulin deficiency is demonstrated after irradiation and is
chronically perpetuated in rats and humans [81,82]. The mechanisms responsible for the
decrease in thrombomodulin expression are related both to the direct effects of irradiation
through the production of reactive oxygen species and to indirect secondary effects re-
lated to radiation-induced inflammation [83]. The loss of endothelial thromboresistance
following ionizing stress results from the stimulation of fibrinogenesis and a decrease in
fibrinolysis associated with overexpression of tissue factor [84], von Willebrand factor [85]
and a decrease in the expression of prostacyclin [86] and thrombomodulin [87]. Activation
of the coagulation system is one of the physiological processes stimulated after irradiation.
The endothelium is in a chronic procoagulant state, which may contribute to the long-
term persistence of the deleterious effects of irradiation. A correlation exists between vas-
cular thickening and radiation-induced tissue damage [80]. The late effects are tissue hy-
poxia related to vascular ischemia and chronicity of endothelial dysfunction (Figure 6).
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Figure 6. Endothelial activation induces vascular permeability and tissue infiltration and stimulates
a pro-thrombotic and pro-inflammatory phenotype that leads to thrombosis and leukoeyte recruit-
ment.

7.2.2. Vascular Lesions: Key Factor in the Onset of CRC

As described for preclinical studies, it appears that in CRC, as in other chronic radi-
ation pathologies, early events in endothelial cells contribute to the progression of radia-
tion-induced vascular and tissue damage. The late presence of vascular lesions might be
explained by the slow renewal of the endothelium [58]. According to Stewart et al., irra-
diation with a single dose starting at 25 Gy induced compensatory proliferation of the
endothelium, but the response did not initiate until several months later. Endothelial cell
proliferation started from six months and continued until 22 months after irradiation {(end
of study). Irradiation scems to accelerate the rate of proliferation of endothelial cells. Ac-
cording to the authors, the rate of endothelial cell renewal increased from one week to 6
months after irradiation, whereas the rate of endothelial cell renewal is one year for non-
irradiated controls. Furthermaore the increase in proliferative activity was dose-dependent
at 22 months after irradiation [58,61].

Irradiation doses, corresponding to a therapeutic dose or following irradiation acci-
dents, have deleterious effects on the neovascularization process. In preclinical models of
CRC, vascular lesions, joined with telangiectasias and the presence of albumin, have led
to the activation of macrophages and mast cells that released large quantities of pro-in-
flammatory molecules, including tryptase, which maintained and amplified vascular le-
sions and fibrosis [88,89]. These alterations, might, as they worsen, lead to microscopic
then macroscopic hematuria visible under cystoscopy in patients with CRC [90,91]. Vas-
cular lesions are the key focus of CRC. Vascular lesions are due to irradiation and appear
after the acute phase due to slow endothelial cell turnover. These lesions appear in the
chronic phase, inducing inflammation and neo-vascularization. In patients, an increase in
the Placental Growth Factor protein (PGF) was measured in the urine at an early stage up
to one year after irradiation. This molecule promotes angiogenesis by binding to the vas-
cular endothelial growth factor (VECF) receptor, VEGFR2. VEGFa, another major player
in angiogenesis, is an increased protein concentration in the urine of patients with hem-
orrhagic cystitis.

Soler et al. observed a decrease in the number of blood vessels in irradiated rats (20
Gy) up to 90 days post-irradiation (end of study). Despite this decrease there was no
change in gene expression of VEGF alpha in the bladder wall, no hypoxia {(based on the
level of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) « expression). The loss of vessel density was
greater in the cranial part of the bladder (the dome) [70]. Jaal et al. measured an increase
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in blood vessel surface area throughout the late phase for up to one year [67]. These two
results do not contradict each other. Soler’s study measured the number of vessels, while
Jaal’s study quantified the total surface area of the vessels, not their number. Therefore,
there was a decrease in the number of vessels, but these vessels were wider, which was in
agreement with the telangiectasias visible in the Zwaans [15,20] and Kohler studies [64].

The vascular lesions are a common mechanism found in these studies independently
of animal models and the irradiation configuration. Telangiectasia is the most commonly
observed phenomenon, which is not the case for hematuria, as opposed to whal is ob-
served among patients. These lesions are one of the first visible phenomena of CRC. Tel-
angiectasias are accompanied by an increase in the permeability of the small blood vessels.
All these changes cause the small blood vessels to deteriorate, enabling their rupture dur-
ing bladder contraction and distention. Original studies by Zwaans et al. indicated signif-
icant blood vessel alteration with pale avascular lesions, hemorrhagic lesions and telangi-
ectasias on the largest blood vessels one year after irradiation at 40 Gy. Telangiectasia is
defined as permanent dilatation with thickening of the blood vessel wall. It should be
pointed out that lesions were visible in all strains of mice tested [15]. Telangiectasias were
also noticeable in histology 130 days after irradiation (about 4 months) in the submucosa
from 20 Gy in CH3/HeN mice [20]. Telangiectasia was similarly measured in rabbits in
the study of Kohler et al. two years after irradiation from 33 Gy and found to be propor-
tional to the irradiation dose. Telangiectasias mostly affected the caudal part of the blad-
der, although without being statistically significant [64]. The telangiectasias of the small
blood vessels make them more fragile with regard to the contractions and dilations un-
dergone by the bladder. Jaal et al. [69] revealed an increase in the permeability of the blood
vessels characterized by the presence of albumin arcund these vessels. The presence of
albumin was detected throughout the late phase from 90 days to 360 days. However, al-
bumin was not observed arcund the large blood vessels.

As opposed to CRC human pathology, the majority of preclinical studies did not
show hematuria. Only the model of Kohler et al. showed microhematuria. This presence
of hematuria might be explained by higher doses compared to the other models studying
vascular lesions. Another explanation could be the longer study time— two years—com-
pared to one year in the studies of Zwaans and Jaal [20,68,69,92]. This observation regard-
ing the absence of hematuria in animal models of CRC leads us to question the limitations
of preclinical studies in explaining the mechanisms of CRC in humans.

7.3. Inflammation Is o Major Tissue Response to Irradiation, Inducing Chronic Tissue Damage

Inflammation is a complex mechanism that results in damage to the vascular system,
induces migration of leukocytes into the irradiated area and secretion of multiple immune
system agents [92,93]. Irradiation modifies the functions of immune cells. The multiplica-
tion of macrophages and T cells leads to the production of inflammatory mediators, such
as Nuclear Factor NF«B (nuclear factor-kappa B} and SMAD2/3 (mothers against
decapentaplegic), and cytokines, including (interleukin) IL-1, IL-2, TL6, IL-8, IL-33, TNFot
(tumor necrosis factor-a), TGF-{ (transforming growth factor-3), and IFNy (interferon v),
[94]. A close association exists between chronic inflammation and exidative damage fol-
lowing irradiation [95]. The high amount of inflammatory mediators is combined with the
production of prostaglandins and free radicals, which include reactive oxygen species
(ROS) and nitric oxide (NO) [96]. The persistent exchange between the immune system
and the radiation-damaged tissues in turn amplifies the inflammatory loops mebilizing
more inflammatory cells.

The lack of data in preclinical studies on chronic inflammation in CRC, the main in-
flammatory cells involved, and the regulatory processes are real obstacles to understand-
ing the role of inflammation in CRC pathology. Only the presence of mast cells at the
initial phase of CRC has been demonstrated. Compared to similar pathologies, such as
interstitial cystitis, we may suggest that degradation of the urothelium leads to the release
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of histamine, [L-6, VECF and tryptase [87]. The release of these factors could activate mast
cells, which may favor chronic inflammation in CRC. In preclinical studies, the mecha-
nisms of chronic inflammation have only partially been studied in CRC. However, at cel-
lular level, several studies revealed an increasing number of pro-inflammatory cells.
Zwaans et al. demonstrated a slight increase in the number of mast cells 130 days after
irradiation into the submucosa. [20]. However, mast cells appeared at the end of the early
phase [52] and remained in the late phase into the submucosa [69]. No other studies have
investigated pro-inflammatory mechanisms in the chronic phase. However, Jaal et al.
demonstrated that COX-2 (Cyclooxygenase-2), which had a role in inflammation, was not
expressed in late-phase tissue [67]. The presence of mast cells at the end of the early phase
and at the initiation of the late phase supported chronic inflammation. Mast cells actively
participated in the production of pro-inflammatory cytokines and in vascular injury.

Chronic inflammation plays a pivotal factor in the acquisition and evolution of CRC,
as well as in many chronic diseases. What is not described in CRC and yet is the main
feature of chronic inflammation is the prominent presence of macrophages and lympho-
cytes, including B cells, plasma cells and T cells. Therefore, it is possible that the chronic
inflammation that characterizes CRC might include macrophages and T cells, in addition
to the mast cells described in the clinical trials.

Are Neuro-Inflammation and Lack of Neurogenic Control the Cause of Spasms and
Pain?

The nervous compartment has a very important role during urination, ordering the
detrusor muscles to contract to empty the bladder. Radiation cystitis is associated with a
functional disorder between the nervous system and the bladder generating random and
incomplete contractions (phenomenon of the overactive bladder), which contributes to
incontinence but also in the pain expressed by patients. In interstitial cystitis, it has been
shown that there is significant neuro-inflammaticn involving mast cells via different sig-
nals (nerve growth factor (NGF), substance P (SP)) and leading to the “suffering” of nerve
fibers [88,97-102]. In the case of radiation cystitis, such neuro-inflammation could also
play a prominent role, especially in its initiation and development. Studies by Durand et
al. have shown that colon irradiation induces visceral hypersensitivity, partly by acting
on mast cell activation and their interaction with nerve fibers within the colon [103]. Based
on all these arguments, we hypothesize that this neuro-inflammation could be one of the
mechanisms of action generating pain and spasm during CRC. Itis important to recognize
that a key point that is missing from our understanding of this pathology is that radiation-
induced cystitis should not be viewed solely as a chronic inflammation of the bladder
wall. As suggested by Giglio et al. (2018), it could be a lack of neurogenic control inducing
a loss of functional control [104]. Irradiation affects several levels of neural control of the
bladder, notably by sensitizing the micturition reflex. The efferent part of the neuronal
control of bladder function would be depressed by irradiation of the bladder, while the
afferent part of the neuronal control would be sensitized. The neural control of the irradi-
ated bladder would change from a cholinergic regulation modulated by the interstitial
cells to a purinergic regulation. Regulation by these interstitial cells on the micturition
reflex would lead to increased sensitivity of the inputs of afferent neurons after irradiation

of the bladder [104]. These interstitial cells could be mast cells [105].

7.4. Fibrosis: Key Point in Mamfaining the CRC

In irradiated tissue, fibrosis is closely associated and overlaps with inflammation. In
all the models studying fibrosis, an increase in collagen density was observed, together
with infiltration of extracellular matrix (ECM) in the muscular part, within two to six
months after irradiation and for doses of 20 to 40 Gy. Fibrosis is a key issue in maintaining
CRC. Tissue rigidification will contribute to bladder contractility problems. Both sets of
factors promote vascular damage, notably by causing the rupture of these vessels, creating
hematuria and generating inflammation again. TGF-31 is a major contributor to fibrosis
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in chronic radiation cystitis. Kraft's study [66] shows that TGF-f 1 is strongly expressed
in the urothelium and submucosa, and diffusely in muscle layers. Overall, the studies re-
vealed that the release of TGE- 1 is correlated with the irradiation dose and post-irradia-
tion time. The increase in collagen has been studied in several models. The study pub-
lished by Kraft et al. showed an increase in the expression of collagens I and III in tissues
and mainly in the submucosa and muscle from 180 days (six months) after irradiation [66].
However, the collagen I/III ratio differed between mouse strains [20]. The study per-
formed with the C3H/HeN Af- nu+ strain showed a decrease in this ratio while the
C3H/Neu strain showed an increase. Type I collagen is important for the healing, elasticity
and maintenance of connective tissue. Collagen III is the major constituent of the extracel-
lular matrix. Change in ratio could indicate scar tissue. In the model of Zwaans et al., an
increase in the density of collagen fibers was evidenced but not in their length or diameter
in mice one year after irradiation for a single dose of 40 Gy. An increase in collagen-posi-
tive cells I and III was observed in C57BL/6 mice but not in CH3 and BALB/c mice. An
important point to emphasize is that the genetic parameter of mice strain plays an im-
portant role in response to radio-induced fibrosis [15,20]. Fibrosis was measured in
CH3/HeN mice 130 days after irradiation (approximately four months) for a single dose
of irradiation of 20 Gy [20]. In the study by Soler et al., an increase in the collagen/muscle
ratio was demonstrated at three months post-irradiation in Lewis rats for a single dose of
20 Gy [70]. Histological sections revealed an infiltration of the extra cellular matrix be-
tween muscle fibers. Moreover, this increase was homogeneous in the three parts of the
bladder (dome, body and trigone) [70]. In the model used by Ikeda et al., fibrosis was also
visible 60 days after irradiation [71]. Finally, the fibrosis process is well described in CRC
and the pathway is identified.

7.5. The Impaired Muscle Induces Contractility Deficit, and Increases Frequency of Miction as
Well as Decreasing the Volume of Miction

Excessive deposition of ECM impairs muscle function and muscle regeneration after
irradiation. The mechanism by which profibrotic factors activate muscle fibrosis is an es-
sential step toward developing anti-fibrotic treatments. According to Ikeda et al., the in-
crease in collagen density and the invasion of the extracellular matrix inte the muscles
leads to a loss of muscle and bladder contractile capacity. The consequence is incomplete,
sudden and involuntary bladder contractions [63]. Based on studies by Stewart et al. and
Zwaans et al,, the loss of contractility causes an increase in urinary frequency but no
change in the volume of urine. The importance of incontinence increases with the irradi-
ation dose, but not the time of initiation, which occurs between four months and one year
after irradiation [49,51,53,54,64]. In the Stewart study, the increased urinary frequencies
are correlated with a decrease in total bladder volume [49,51,53,54]. Fragmentation plays
a very important role in the onset of symptoms. The higher the number of fractionations,
the greater the total radiation dose must be to have the same physiological effect. Based
on the Stewart et al. and Kolher et al. studies, fractionation has a protective role on the
bladder’s capacities [54,68,74]. Further in-depth studies will therefore be needed to eluci-
date the mechanisms underlying these effects and to understand the possible implications
of fibrosis on the loss of bladder contraction (Figure 7).
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Figure 7. Synthesis of knowledge on the CRC and avenues for future study.

8. Conclusion

The etiology of CRC is poorly understood and is mainly related to urothelium deg-
radation and hemorrhage. The reason for this is that there is only a small number of pre-
clinical studies on the subject, thus limiting our understanding of this pathology. Further-
more, the studies that do exist focus mainly on telangiectasia, fibrosis, hematuria and loss
of bladder function. The molecular process remains poorly described in terms of inflam-
mation and detrusor muscle damage. There is a need to deepen our knowledge in order
to develop a better understanding of the CRC pathology and be able to propose innovative
treatments (Figure 8).

One point that has been poorly studied is the role of the urothelium in initiating CRC.
Tmperfect repair could explain the latency phase observed between the acute and chronic
phases. The urothelium could be the initial clement in the onset of the chronic phase of
radiation cystitis. During the chronic phase, structural abnormalities of the urothelium,
such as hyperplasia and cellular edema, favor incomplete repair and a decrease in the
impermeability of the urothelium, allowing urine to infiltrate the tissues, thus promoting
inflammation. During CRC, the urothelium presents molecular abnormalities with a de-
creasc in Uroplakine IIT (Upk3) and E-cadherin (E-cad), which results in a decrease in im-
permeability. The complex processes of deregulation of the homeostasis of the urothelium
may induce hyperplasia, thinning and loss of impermeability. A study of the correlation
over time of the multiple cellular lesions of the urothelium, the renewal of the urothelium
and its impermeability together would be necessary to better understand this process.
Overall, preclinical studies tend to agree on the vascular origin of the appearance of CRC.
The lesions caused by irradiation and by reactive oxygen species (ROS) to epithelial cells
are proportional to the irradiation dose [57] and release pro-inflammatory factors. Activa-
tion of mast cells by these pro-inflammatory factors leads to neo-vascularization and per-
meability of the blood vessels [82]. The consequence is a presence of albumin outside the
vessels that promotes the recruitment and activation of new mast cells. These leakages
maintain the inflammation, which becomes chronic.

Inflammation induces significant fibrosis of the tissue (through the TGF and SMAD
pathway) which invade the detrusor and the submucosa, particularly around the blood
vessels, making them less “flexible”. This fibrosis causes a decrease in bladder capacity
and difficulties in contractions leading to spasms, emergencies, etc. The spasms provoke
the rupture of the vessels, inducing microscopic and then macroscopic hematuria, which
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favors inflammation. From then on, there will be a vicious circle with vascular damage
producing inflammation, neuroinflammation, lack of neurogenic control promoting pain,
fibrosis and vascular lesions. According to Steineck et al. [106], we might find new insights
if we try to better understand which pathophysiological processes are triggered by radio-
therapy at the organ level. For the irradiated bladder, is there a chronological sequence of
pathophysiological events or a neurogenic lack of definitive controls leading to CRC?

Chronic radiation cystitis
erating hypothesis *

Figure 8. Hypothesis of CRC mechanisms in red. The first step is urothelium destruction mediating
hyperplasia, cellular edema or atrophy. The secretion of inflammatory factors produced by urothe-
lial injuries (TNF- , IL1-B, IL-6, IL-8 and chemokine (C-C muotif) ligand 2 (CCL2)) induces enrol-
ment and stimulation of immune cells (mast cells). Mast cells secrete VEGF and tryptases, which
induce vascular damage and imperfect vascular regencration, telangiectasia, amplified vascular
permeability, hematuria. This leads to the release of albumin. Albumin strengthens the secretion of
pro-inflammatory factors which increase inflammation and may lead to the preservation of urothe-
lial injurics. Mast cells, through the seeretion of NGF, mediate the hyperactivation of nerve fibers.
Secretion of TGF-B could mediate excessive deposition of ECM (collagen | and 11, fibronectin) in
the submucosa and smooth muscle. Black arrows indicate specific mechanisms of CRC, blue arrows
designate shared mechanisms between CRC, interstitial and hemorrhagic cystitis; and red arrows
specify hypotheses of how radiation cystitis may operate based on mechanisms of both interstitial
and hemorrhagic cystitis.
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Simple Summary: Pathologies of the bladder are called cystitis. They cause discomfort for the
patient. Due to persistent pain, bleeding, urinary incontinence, and uncontrolled urination, the
chronic forms cause considerable degradation to patient quality of life. Currently, there is no curative
treatment for the most severe forms. This is both an economic and a societal problem. Although the
different forms of cystitis have different causes, they share common mechanisms. We propose to
describe in detail the key processes and the associated mechanisms involved in abacterial cystitis.

Abstract: Cystitis is a bladder disease with a high rate of prevalence in the world population. This
report focuses on Interstitial Cystitis (IC), Hemorrhagic Cystitis (HC) and Chronic Radiation Cystitis.
These pathologies have different etiologies, but they share common symptoms, for instance, pain,
bleeding, and a contracted bladder. Overall, treatments are quite similar for abacterial cystitis, and
include bladder epithelium protective or anti-inflammatory agents, alleviating pain and reducing
bleeding. This review summarizes the mechanisms that the pathologies have in common, for instance,
bladder dysfunction and inflammation. Conversely, some mechanisms have been described as present
in only one pathology, such as neural regulation. Based on these specificities, we propose identifying
a mechanism that could be common to all the above-mentioned pathologies.

Keywords: cystitis; cancer; radiation; inflammation; bleeding; pelvic radiation disease; mechanism

1. Introduction

Cystitis is an acute or chronic inflammation of the bladder wall that may be related
to infection, drugs, irradiation, or may be idiopathic. The most frequent cause of cystitis
is infection, mainly by Escherichia coli [1]. In this article, we review the clinicopatho-
logic features of Interstitial Cystitis, Hemorrhagic Cystitis and Radiation Cystitis, mainly
comprising pelvic pain, incontinence, dysuria, and hematuria that may progress to hem-
orrhagic cystitis. Cystitis can be classified according to etiology and treatment approach
into different subtypes such as traumatic, interstitial, eosinophilic, hemorrhagic, foreign
body, emphysematous or radiation cystitis. In this review, we study the pathophysiological
mechanisms of abacterial cystitis. We intend to define a common mechanism. Finally, we
look ahead to a possible therapeutic approach to be investigated.

2. Structure and Function of the Bladder Wall

In order to fully appreciate the physiopathology of these diseases and the related
mechanisms, an understanding of the structure of the urinary bladder wall is required.

Biology 2022, 11, 972. https:/ /doi.org/10.3390/biology11070972
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The bladder wall is composed of the urothelium, the lamina propria, the detrusor,
adventitia and serosa (Figure 1). The urothelium acts as a barrier against damaging solutes
present in the urine and maintains osmotic pressure. The urothelium is made up of
superficial cells, intermediate cells, basal cells, and basal stem cells. Superficial cells of the
urothelium play a major role in the barrier function because these cells are in contact with
the bladder lumen [1]. Basal cells contain stem cells able to regenerate the urothelium [2],
which are basically quiescent until injury [3]. The lamina propria is located below the
urothelium. The lamina propria may be subdivided into two parts, the upper lamina
propria (ULP), just below the urothelium, and the deep lamina propria (DLP), between
the ULP and the detrusor (Figure 1). The detrusor is composed of smooth muscles. This
layer of muscles is divided into three, namely a longitudinal, a circular and another layer
of longitudinal muscles allowing efficient bladder contraction. Adventitia and serosa form
a very thin tissue layer, which covers the surface of the bladder.

Water molecule . ®

a

Figure 1. Structure and composition of the bladder wall. The bladder wall is composed of the
urothelium, providing impermeability, the lamina propria, ensuring flexibility and compliance, the
detrusor, allowing contractions, and the adventitia and serosa, protecting the bladder. * GAG =
Glycoaminoglycan; ** ULP = upper lamina propria; *** DLP = deep lamina propria.

ANnexes

286



Brossard clément — Theése de doctorat — 2022 Annexes

Biology 2022, 11,972 30f18

3. Discussion
3.1. Etiology, Prevalence and Clinical Features of Abacterial Cystitis
3.1.1. Interstitial Cystitis

Interstitial Cystitis (IC) is an idiopathic disease with chronic inflammation affecting
the bladder (Table 1).

Table 1. Main features of each type of cystitis.

Hemorrhagic Cystitis Chronic Radiation

Fathology Inteniitial Cysfitin (Not a Distinct Form of Cystitis) Cystitis

Radiation, Chemotherapy (cyclophosphamide and
ifosfamide), Infections (bacterial, viral, fungal and

C Idiopathic di . : . ioew Pelvi iati

AUses lopathic:disease parasitic), Drugs, Toxins, Idiopathic diseases, elvic radiation

Organ transplant
Signs Pain, Day and night pollakiuria, Urinary urgency
Dysuria, Incontinence, Hematuria (microscopic to severe macroscopic with clots)
Dyspareunia
Symptoms Dlgeshye anfi/or Severe form: urinary obstruction and acute renal failure
gynecological disorders
Glomerulations

Cytobacteriological examination, Physical examination, Biopsy
Urodynamic examination
Cystomanometry
Voiding diary
Questionnaires

Diagnosis

Ultrasound

The disease is most likely multifactorial in origin and includes genetic parameters and
environmental aspects. The prevalence estimates in the past decade now exceed 10 million
US citizens (3-7% in women and 2—4% in men) [4,5].

Clinical characteristics are urinary frequency, urgency, and pain. Latency from symp-
tom onset to diagnosis of IC is variable and can range from 1 month to 30 years, with
an average of about 5 years [6-11]. Two forms of Interstitial Cystitis are described, the
ulcerative form (called Hunner’s ulcer) and the non-ulcerative form. The ulcerative form
accounts for 4 to 10% of IC cases. In the remainder of this review, we focus only on the
non-ulcerative form of IC.

3.1.2. Hemorrhagic Cystitis

Hemorrhagic Cystitis (HC) is defined as a diffuse inflammatory disease of the bladder
resulting in hemorrhage of the bladder mucosa.

Irradiation and chemotherapy using cyclophosphamide (CP) as treatment are the most
common etiological agents [11-14].

The frequency of patients developing HC is 5-10% in the 6-20 years after radiation
therapy [12] and 20-25% in the weeks or months after CP chemotherapy [13].

HC can progress to a severe hemorrhagic syndrome, resulting in loss of bladder
function. To compare IC and CRC to HC, in the remainder of the review, we focus on
cyclophosphamide-induced HC.

3.1.3. Chronic Radiation Cystitis

Chronic Radiation Cystitis (CRC) is a lesion of the bladder resulting from irradiation
of a pelvic organ, particularly following radiation therapy (prostate, colon or cervix).

The chronic phase of Radiation Cystitis (CRC) may appear from 6 months to 20 years
in 5-10% of patients after radiation therapy [13-20].

CRC is characterized by microscopic or macroscopic hematuria accompanied by pain
and pollakiuria. Lesions range from a simple inflammatory reaction to almost complete
loss of bladder function. The molecular mechanisms of CRC are insufficiently described in
the literature, particularly regarding inflammatory processes and fibrosis.
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4. Molecular Mechanisms in Cystitis

The molecular mechanisms of the different forms of cystitis are quite similar except
for the neural aspect. Chronologically, they include urothelium dysfunction, inflammation,
and vascular dysfunction followed by fibrosis. These mechanisms occur in cascades, and
they self-amplify. The consequence is an aggravation of these pathologies over time. In the
section below, we have classified our review according to these events and examined, first,
the common then the specific mechanisms.

4.1. Bladder Mucosa Dysfunction
4.1.1. Common Mechanism

The loss of permeability of the bladder mucosa is the initiating point of cystitis.
Although the agents of aggression are different, the consequence is a degradation on the
entire bladder wall, which generates the other processes, namely inflammation, vascular
attack and finally fibrosis. Below, we describe for each pathology the specific mechanisms
responsible for the loss of impermeability of the bladder mucosa (Table 2).

Table 2. Pathophysiological mechanisms: Urothelium dysfunction and inflammation.

Hemorrhagic Cystitis *

Mechanism Interstitial Cystitis (* Not a Distinct Forint of Cystitis) Chronic Radiation Cystitis
Degradation of the GAG layer
Alteration of permeability causing Decteaseiniie sxpression
urinary potassium infiltration leading SFirovlalia IIFand
to activation of mast cells and E-cadhe‘:in leadinis tod
depolarization of nerve and Ursthisiiam descadai P 8 toa
Urothelium muscle fibers ot i Mecreage it impevmenbility
dysfunction Alteration of the ATP/NOratio ~ SuPepithelial edema and ulceration  Hyperplasia, atrophy
Abnormal expression of APF inhibiting Alteration of permeability and/or erosion of
cell proliferation and the formation of Cellularuggtellglz:lzﬁai lvin
tight junctions and preventing basal-cel] A
urothelium repair asdlcells)
Cellular apoptosis
Production of IL-1p, IL-6, TNF-«
Production of SCF, IL-8 and CCL2 by
urothelium
. SCF-stimulated proliferation and Increase in COX-2 at the urothelium
Inflammation activation of mast cells level

Degranulation of mast cells releasing Oxidative stress, cell damage and

histamine, IL-6, IL-8, prostaglandins,
VEGF, NGF and tryptases
Microvascular leakage and tryptase
activation of mast cells
Vasodilatation and immature
angiogenesis caused by VEGF
Insufficient pericyte coverage resulting
in hemorrhagic vessels and hypoxia
Over-expression of HIF-1x
Increased expression of IL-16, IL-18,
SCGFp, CTACK, TRAIL, ICAM-1,
MCP-3 and VCAM-1 in the
bladder wall

apoptosis/necrosis due to
overproduction of ROS and RNS
Induction of NF-kB and AP-1 in
resident bladder cells due to the
production of ROS, IL-1p and
TNF-

Induction of iNOS leading to
overproduction of NO and
production of ROS caused by
NF-kB and AP-1
Neutrophil Recruitment

Increased number of
mastocytes in tissue
No study on molecular
mechanisms

4.1.2. Specific Mechanisms
Interstitial Cystitis

During Interstitial Cystitis, the bladder mucosa undergoes modifications such as
thinning, as well as partial degradation of the GAG layer (Figure 2). These changes alter
permeability, allowing urinary solutes such as potassium to infiltrate the bladder wall [21].

An increase in adenosine triphosphate (ATP) concentration or a decrease in nitric
oxide (NO) may impair the bladder contraction function [22]. These alterations lead to an
increase in antiproliferative factor (APF) expression and cell apoptosis [23]. APF inhibits
cell proliferation and prevents repair of damaged bladder mucosa [24], contributing to
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increased permeability. APF may also decrease the formation of tight junctions in urothelial
cells [25]. Patients have a reduced expression of the tight junction proteins like zona
occludens 1 and E-cadherin [26-31].

Interstitial cystitis

GAG alteration
HIF-1a—VEGF
i APF
e L
, NQ_APOPIgsis o iteration,
/ tight junctions
(20-1, E-cad)
SCF NFu IL-1B, IL-6,
/ Proliferationy *,, g ‘o 2 SCF
activation
Histamine,
IL-6, IL-8, Immune cell
prostaglandlne recruitment
Telocytes to > ast T-cell
myofibroblast cell
phenotype /
NGF
Proliferation of yEGF Tryptase
?C;::M nerve fibers Microvascular
a leakage
Edema TGIi-B1‘\
i caused b’y Immature angiogenesis
inflammatio (Insufficient coverage Myofibroblast
of pericytes)
Telocy's Vasodilation Accumdlation
s CRP, NGF, TNF-q, of ECM
alteration et Hyposs
No functional Fibrosis

Contraction

Figure 2. Molecular mechanisms involved in Interstitial Cystitis (IC). Bladder mucosa lesions induce
inflammation mediated by IL-6, IL1 , IL 8, CCL2 and TNF « to recruit T cells and mast cells. Mast
cells produce tryptases and VEGF inducing vascular injury, creating hematuria and reinforcing
inflammation. T lymphocytes produce TGF-f 1 inducing the transdifferentiation of fibroblasts into
myofibroblasts. These myofibroblasts produce large amounts of ECM inducing fibrosis. Nerve dam-
age due to potassium in urine and NGF produced by mast cells induces incomplete and intermittent
contraction. Color code: red: inflammation; green: urothelial damage; blue: fibrosis, purple: vascular
damage; orange: hypoxia, yellow: neuro-inflammation; brown: telocyte damage.

Hemorrhagic Cystitis

During Hemorrhagic Cystitis, dysfunction of the bladder mucosa is observed, however,
the mechanism is different from that seen in IC (Figure 3). During chemotherapy, a portion
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of CP or ifosfamide is metabolized in the liver to acrolein, which is then excreted by
the kidneys and stored in the bladder until urination [32]. This metabolite is known to
be the causative agent of CP-induced HC [33]. Acrolein causes damage manifested by
subepithelial edema, neutrophil infiltration, cell death, neovascularization, hemorrhage
and ulceration. These mechanisms are described in Figure 3.

Hemorrhagic cystitis

4 Acrolein ~
A

A

Apoptosis
g
TNF-a
IL-1B
IL-6

COX-2

recruitment iNOS

T-cell Ros, Macrophage

dema

Myofibroblast Vasodilatation
Hemorrhage
Accumtllation

of ECM

A recruitment

ECM

Figure 3. Molecular mechanisms involved in Hemorrhagic Cystitis (HC). Supplementary lesions are
described as edema due to COX-2, which induces PGE-2. PGE-2 also induces vascular damage. A
neutrophil recruitment is observed. Color code: red: inflammation; green: urothelial damage; blue:
fibrosis; purple: vascular damage; orange: hypoxia.
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Chronic Radiation Cystitis

In the first phase of Chronic Radiation Cystitis, a decrease in the number of superficial
cells is observed [34,35]. In the late phase, the bladder mucosa shows structural lesions
(Figure 4). In different animal models, hyperplasia, erosion of the urothelium, atrophy
and cellular edema (especially in the basal cells) have been described. A decrease in the
expression of both uroplakin III and E-cadherin in superficial cells induces a decrease in
bladder tightness. Hyperplasia of intermediate cells remains the most frequently observed
phenomenon [34-37]. Infiltration of urine into the tissues maintains inflammation and
urothelium damage [34,35], as described in Figure 4.

Chronic radiation
cystitis
Erosion

dUpk 3, E-cad

Decreased
impermeability
Defective urothelium

regeneration

Inflammation

Immune cell recruitment
and activation

Mast
cell

Albumin leakage

TGF-B1 He aturia\
v More Vascular
brittle regengration
Myofibroblast
? Tt:lgngiectasia
Collagen I/1ll
production

Accumulation_,, No functional
of ECM with  contraction
fibrosis

Figure 4. Molecular mechanisms involved in Chronic Radiation Cystitis (CRC). Several bladder
mucosa lesions are described, such as hyperplasia, erosion, or atrophy. As far as inflammation is
concerned, only the role of mast cells has been described. Fibrosis with collagen accumulation is
defined but neither myofibroblast nor T-lymphocyte implication has been described; only an increase
in TGF-B 1 production has been reported. Color code: red: inflammation; green: urothelial damage;
blue: fibrosis; purple: vascular damage.

4.2. Inflammation
4.2.1. Common Mechanism

In these different forms of cystitis, mastocytes, telocytes and fibroblasts are the key
effectors, with a common pathway initiated by cytokines produced by damaged urothelium.
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However, the mechanisms seem to diverge, and their specificity is described for each form
of cystitis below (see Table 2).

4.2.2. Specific Mechanisms
Interstitial Cystitis

In Interstitial Cystitis, damaged urothelium initiates production of the following
inflammation cytokines and chemokines: stem cell factor (SCF), interleukin-8 (IL-8),
interleukin-1p (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor o (TNF-a), nerve growth
factor (NGF) and chemokine ligand 2 (CCL2) [23,38,39]. Telocytes are active players and
intervene early in inflammation. Telocytes and myofibroblasts produce cytokines and other
molecules that may recruit immune cells [40-42]. Infiltration of urine mediates depolar-
ization of nerve and muscle cells and activation of mast cells [43]. During this process,
the release of neurotransmitters by the urothelium, such as adenosine triphosphate (ATP),
acetylcholine, and nitric oxide (NO), induces defective communication between the mucosa,
the muscle layer and the afferent neuronal system. SCF stimulates mast cell proliferation
and activation, particularly in ulcerous IC [44]. This release of mediators may explain the
painful symptoms of IC [45,46]. Tryptase may induce microvascular leakage and reactivate
mast cells [47], leading to further urothelial damage, chronic inflammation, and pain [48].
Inflammation induces edema, generating an increase in volume in the lamina propria,
particularly in ULP [49,50]. The thickening of ULP is heterogeneous, principally in the
lower ULP [50-52] and foci of hypersensitivity may alternate with foci of hyposensitivity,
compromising the correct integration of related stimuli [53]. Chronic inflammation is
associated with elevated serum CRP levels and decreased urinary tract symptoms [54].

Hemorrhagic Cystitis

In Hemorrhagic Cystitis, initially, acrolein causes an increase in pro-inflammatory
mediators [55], and cyclooxygenase-2 (COX-2) and reactive nitrogen species (RNS) into
the urothelium [56]. Acrolein chronologically causes ROS production in the bladder
epithelium [57] and induces inducible nitric oxide synthases (iNOS), resulting in NO over-
production. NO toxicity is thought to result from the formation of RNS [58].

The consequences of overproduction of ROS and RNS during inflammation are ox-
idative stress, cell damage and cell death (apoptosis/necrosis) [59]. Nuclear transcription
factor-kappa B (NF-kB) and activator protein 1 (AP-1) are then induced [57]. Their ac-
tivation induces expression of pro-inflammatory cytokines (TNF-«, IL-13), induction of
iNOS and increased production of ROS. These cytokines cause neutrophil infiltration at the
inflammatory site, which may potentiate the inflammation [60].

Chronic Radiation Cystitis

In Chronic Radiation Cystitis, radiation-induced damage to epithelial cells releases
pro-inflammatory factors that activate mast cells [61]. These cells actively participate in the
production of pro-inflammatory cytokines and in vascular lesions. The presence of mast
cells at the end of the early phase [37], and their persistence during the late phase [35], may
favor chronic inflammation.

4.3. Vascular Response
4.3.1. Common Mechanism

In the forms of cystitis investigated, vascular response is a central factor common to
all three. VEGF causes vasodilation and immature angiogenesis, resulting in microhem-
orrhagic vessels and hypoxia. Secondly, telangiectasia and albumin promote chemokine
production. This production mediates the activation of mast cells which induces neo-
vascularization and an increased permeability of blood vessels [62]. The consequence is
the localization of albumin outside the vessels, promoting the recruitment and activation
of new mast cells. It is therefore a mechanism that involves both inflammation and angio-
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genesis to cause the leakage phenomenon. However, studies on the vascular response in
specific pathologies have revealed complementary data, which are outlined below.

4.3.2. Specific Mechanisms
Interstitial Cystitis

In Interstitial Cystitis, a high concentration of VEGF in the bladder induces vasodilata-
tion and immature angiogenesis, which may be responsible for the hypervascularization
and glomerulations characteristic of IC [63,64]. Glomerulations are associated with over-
expression of hypoxia-inducible factor 1 a (HIF-1«) [65]. IL-16, IL-18, stem cell growth
factor B (SCGFp), cutaneous T-cell-attracting chemokine (CTACK), tumor-necrosis-factor
related apoptosis inducing ligand (TRAIL), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
monocyte-chemotactic protein 3 (MCP-3) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)
expression significantly increase in the bladder wall of IC patients [66].

Hemorrhagic Cystitis

In Hemorrhagic Cystitis, a high concentration of VEGF has been found in the bladder of
CP-treated rats along with a significant positive regulation of ICAM-1 gene expression [67].
Moreover, increased levels of MCP-1 and VCAM have been observed in a model of acute
cystitis induced by CP in rats [68].

Chronic Radiation Cystitis

In Chronic Radiation Cystitis specifically, a significant decrease in vascular density in
the cranial part of the bladder (the dome) has been reported [69]. In preclinical models, a
decreased number of blood vessels without a decrease of surface has been observed [16,17].
This can be explained by the permanent increase in microvasculature diameter with thick-
ening of the vessel wall (telangiectasia) present in the tissues [8,53]. This telangiectasia
has been highlighted [35,61,70,71], with increased permeability of the blood vessels and
immuno-histological observation of albumin around the small vessels [70]. Vascular lesions,
telangiectasias and the presence of albumin can result in the activation of macrophages and
mast cells, resulting in the release of large quantities of tryptase, which amplifies vascular
lesions and fibrosis [45,47]. These alterations, as they worsen, may induce microscopic and
then macroscopic hematuria as observable in CRC (Table 3).

Table 3. Pathophysiological mechanisms: Neural regulation, vascular lesions and fibrosis.

. - - Hemorrhagic Cystitis * Chronic Radiation
Mechanisiis Integtitial Cystitis (*Nota Distinr:i:5 Forrz of Cystitis) Cystitis
Release of substance P (SP) from C-fibers leading
Neural to vasodilation and degranulation of mast cells
regulation  Increased nerve fiber proliferation caused by NGF ko Uikt
Overexpression of SP receptor mRNA
1 High concentration of VEGF Telangiectasias
Yo Overexpression of ICAM-1, VCAM-1 RS
cgne Vasodilatation and immature angiogenesis Albununlea i ge
Hypervascularization Mlc;o- an:i macko:
Glomerulations Overexpression of MCP-1 ARy
Overexpression of HIF-1e, IL-16, IL-18,
SCGFB,CTACK, TRAIL, MCP-3
Increased TGF-B1expression
Excessive deposition of ECM in the lamina propria (submucosa) and smooth muscle
Fibrosis Positive regulation of collagen I and III,

Myofibroblast formation
Positive regulation of fibronectin
Negative regulation of WNT11
Production of YKL-40 causing ECM accumulation
Decreased contractile bladder capacity and
bladder stiffening
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4.4. Fibrosis
4.4.1. Common Mechanism

Regarding Interstitial, Hemorrhagic and Radiation cystitis, a common feature is fibro-
sis, which may result in decreased contractile bladder capacity and bladder rigidification.
Contractions are more difficult, resulting in urination dysfunction. Persistent inflammation
is a prevalent denominator of fibrosis in these forms of cystitis. Fibrosis is caused by
positive regulation of collagen I and III, fibronectin and TGF(1 genes, negative regulation
of WNT11 and production of YKL-40 by mast cells in IC. Based on these similarities, we
can hypothesize that YKL40 may also play a key role, mainly due to mast cells present
in large numbers in all forms of the pathology. Fibrosis invades the detrusor and lamina
propria, particularly around the blood vessels, making them more rigid. The consequence
is a decrease in bladder functionality and difficulty with contractions, producing spasms
and emergencies, etc. Telocytes participate in the regulation of contractions, which may
contribute to incontinence and spasms. Spasms favor rupture of the vessels, leading to
microscopic hematuria and then to macroscopic hematuria, fostering inflammation, pro-
moting fibrosis and then vascular lesions. Below, we describe in detail the specificity of
each pathology with regard to fibrosis (Table 3).

4.4.2. Specific Mechanisms
Interstitial Cystitis

During Interstitial Cystitis, progressive pro-fibrotic changes in the bladder are me-
diated by the secretion of transforming growth factor 31 (TGF-B1) which induces the
trans-differentiation of fibroblasts into myofibroblasts mediating an excessive deposition of
extracellular matrix (ECM) (collagen I and III, fibronectin) in the lamina propria and smooth
muscle [72]. These changes are associated with the positive regulation of collagen I and III
genes [73], fibronectin [74], TGF-B1 [39,75], YKL-40 [76-78], and the negative regulation of
sonic hedgehog (Shh), genes from the WNT family [74]. YKL-40 (also known as CHI3L1
for chitinase-3-like protein 1) is expressed in detrusor mast cell granules and submucosal
macrophages. A higher expression of WNT2B and WNT5A has been quantified in patients
with ulcerative IC. Conversely, negative regulation of WNT11 leads to pro-fibrotic changes
in the bladder epithelial cells of patients with non-ulcerative IC [74]. Mast cells could
amplify fibrosis [76-78]. Fibrosis and inflammation (with edema) contribute to this enlarge-
ment of the network’s mesh, which favors spasm and incontinence because of disrupted
communication between the telocytes and nerve fibers.

Hemorrhagic Cystitis

In chronic cases of Hemorrhagic Cystitis, fibrosis of the bladder wall may develop
progressively [17].

Chronic Radiation Cystitis

Throughout Chronic Radiation Cystitis, TGF- is strongly expressed in the urothe-
lium and lamina propria (submucosa), and diffusely in the muscle layers [79]. An in-
crease in the expression of collagen I and III is measured mainly in the submucosa and
muscle [35,69,71,79,80]. Infiltration of the ECM between muscle fibers is observed, which
is homogeneous in the three parts of the bladder (dome, body and trigone) [69,80]. The
increase in collagen density and the invasion of the muscles by the ECM leads to a loss of
muscle and contractile capacity of the bladder. The consequence is incomplete, abrupt and
involuntary bladder contractions [80]. The loss of contractility results in increased urinary
frequency but no change in urine volume. Urinary frequency is correlated with a decrease
in total bladder volume [81-84].

4.5. Assumptions Regarding Central Mechanisms in Interstitial, Hemorrhagic and Radiation Cystitis

The hypotheses used to describe the central mechanisms involved are divided into
four phases (Figure 5). The first phase is a decrease in the impermeability of the urothelium
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due to erosion, hyperplasia, decreased uroplakin III, cellular edema or atrophy. In a second
phase, the secretion of inflammatory factors produced by urothelial lesions (TNF-«, IL1-(3,
IL-6, IL-8 and CCL2) induce recruitment and activation of immune cells. Mast cells secrete
VEGF and tryptases, inducing vascular damage. The consequences are imperfect vascular
regeneration, leading to telangiectasia, increased vascular permeability, and hematuria,
causing the release of albumin. This release amplifies the secretion of pro-inflammatory
factor which increases inflammation and may lead to the maintenance of urothelial lesions.
Mast cells could also act on the hyperactivation of nerve fibers through the secretion of NGE.
A third phase might be the proliferation of nerve fibers, particularly those containing the
neuropeptide substance P (SP). An increased reactivity to SP released by the perivascular
sensory terminals could lead to a local cascade of neurogenic inflammatory responses
that triggers pain. Edema and fibrosis enlarge this network, inducing miscommunication
with the afferent nerves which could explain the spasms. This neurogenic inflammation
reinforces chronic inflammation. T cells could also induce fibrosis through the secretion
of TGF-f. The fourth phase entails myofibroblast formation and excessive deposition of
ECM (collagen I and III, fibronectin) in the submucosa and smooth muscle. In addition,
mast cells may amplify fibrosis through the production of YKL-40. This production of
YKL-40 may increase the accumulation of ECM. Telocytes participate early in inflammation
and may induce fibrosis by adopting a myofibroblast phenotype producing extra cellular
matrix. Fibrosis leads to non-functional contractions that promote blood vessel damage,
leading to further inflammation.

ANnexes
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Figure 5. Synthetic description of the key processes and mechanisms shared by Interstitial, Hemorrhagic and Chronic Radiation Cystitis, including effectors and
treatments. Color code: Green is used for effectors in CRC only, purple for those in HC only and yellow for those in IC only. Effectors found in IC and HC are shown
in red and the effectors found in IC and CRC are shown in orange. The effectors common to CRC, IC and HC are shown in blue.
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Treatments aim to reduce inflammation, vascular damage, fibrosis, urothelial damage
and neuroinflammation (Figure 5). To reduce the loss of impermeability of the urothelium,
glycosaminoglycan-based treatments have been used (mainly pentosan polysulphate).
However, treatment times (over 6 months) and the high relapse rate (23% at 1 year) are
significant limitations [85-90]. To reduce inflammation, drugs such as hydroxyzine, cimeti-
dine and corticosteroids have been used. Hydroxyzine and cimetidine are used to reduce
mast cell activation. These treatments have a low level of efficacy (<50%) and their effects
stop when treatment is stopped [88,91,92]. As for corticoids, their action remains limited
in time [93,94]. In order to reduce hemorrhages, intravesical instillation of formalin or
alum can be used. The effect of this is the development of a vasoconstriction that reduces
bleeding. These two techniques are less effective (<50% with recurrence rates of 10 to 25%
over 6 months) and painful for the patient [85,88,95-97]. One last and more promising
technique is hyperbaric oxygen therapy. This technique is designed to increase the supply
of oxygen to stimulate angiogenesis. This has a success rate of 75% at 6 months, decreasing
over time to 40% after a few years [91,98-100]. No anti-fibrotic drugs are recommended by
the US Food and Drug Administration, but various preclinical treatments have been used,
such as N-acetylcysteine and tipelukast [101,102].

To treat neuroinflammation, solutions such as dimethylsulfoxide (DMSO) or tricyclic
antidepressant drugs have been used. DMSO has an analgesic effect on the afferent
nerves. Despite a high level of efficacy (between 61 and 95%) [103], its limitations are
an increase in urothelium lesions and increased fibrosis [85,87,88,91,103-105]. Tricyclic
antidepressants (amitriptyline) have an efficacy rate of 50% to 66%, but decrease patients’
quality of life (causing drowsiness and nausea) [106]. Lastly, hydrodistension can be used.
This consists of distending the bladder to break the nerve pathways before reconstructing
them. However, low efficacy (56% of cases) and the risk of aggravation (9%) limit the
use of this technique [91,107,108]. The majority of the drugs mentioned in this review
only act on one component of the system. It is therefore essential to provide patients with
new therapeutic solutions that will act simultaneously and permanently on the multiple
different mechanisms (e.g., inflammation and loss of impermeability) of cystitis described
in this review. Cell therapy based on mesenchymal stem cells (MSCs) could be an effective
and inexpensive alternative. MSCs induce increased tissue regeneration (epithelium,
endothelium), induce immunomodulation, and limit fibrosis. MSCs have been used in a
clinical setting to treat HC and CRC and have shown a complete reduction in bleeding and
pain in patients following a single injection [109-111]. In the case of IC, many clinical trials
are underway. MSCs are very promising and further studies on the mechanisms involved
may provide insight into their mode of action.
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Traitement par thérapie cellulaire de la cystite radique chez le rat

Résumé :
La cystite radique chronique (CRC) est une pathologie consécutive a l'irradiation pelvienne caractérisée

par une inflammation chronique pouvant évoluer vers une fibrose avec des symptdmes de douleur et de
saignements. Nos études antérieures sur la cystite radique ont montré que les cellules souches mésenchymateuses
(CSM) limitent les effets chroniques de l'irradiation. L’objectif de cette thése a été de mettre en place un modele
de CRC chez le rat puis d’évaluer ’efficacité des CSM et leurs mécanismes d’action. La CRC a été induite par
une irradiation localisée en dose unique de la vessie entiére avec deux faisceaux, guidée par la tomographie. Une
gamme de doses de 20 & 80 Gy avec un suivi de 3 & 12 mois aprés l'irradiation a permis de caractériser 1’effet
dose et la cinétique de la CRC. Nous avons observé que l'intensité et la fréquence des hématuries sont
proportionnelles a la dose d'irradiation avec un seuil & 40 Gy. Pour le traitement, la dose de 40 Gy a été retenue.
Afin de potentialiser I’effet des CSM ont été injectées par voie intraveineuse avant la phase chronique. Trois
injections de 5 millions de CSM ont été administrées toutes les deux semaines. Un suivi physiologique,
histologique et moléculaire a été réalisé pendant 12 mois aprés l'irradiation. Les CSM ont permis de diminuer les
Iésions vasculaires ainsi que les atteintes de 1’urothélium. Ces résultats sont une preuve de concept de ’efficacité
des CSM. Cette premiére étude demandera a étre approfondie au niveau des mécanismes, cependant il s’agit ici
d’un réel espoir pour I’ensemble des patients souffrants de la cystite radique chronique résistant aux traitements

conventionnels.

Mots clés : [Irradiation, Cystite radique chronique, Cellules souches mésenchymateuses, Thérapie cellulaire]

Cell therapy treatment of radiation cystitis in rats
Abstract

Chronic radiation cystitis (CRC) is a pathology following pelvic irradiation characterized by chronic
inflammation that can progress to fibrosis with symptoms of pain and bleeding. Our previous studies on
radiation cystitis have shown that mesenchymal stem cells (MSC) limit the chronic effects of radiation. The
objective of this thesis was to set up a rat model of CRC and to evaluate the efficacy of MSCs and their
mechanisms of action. CRC was induced by a single dose localized irradiation of the whole bladder with two
beams, guided by tomography. A dose range of 20 to 80 Gy with a follow-up of 3 to 12 months after irradiation
allowed us to characterize the dose effect and kinetics of radiation cystitis. We observed that the intensity and
frequency of hematuria are proportional to the irradiation dose with a threshold at 40 Gy. For the treatment, the
dose of 40 Gy was retained. To potentiate the effect of treatment, the MSC were injected intravenously during
the phase prior to the establishment of the chronic phase. Three injections of 5 million of MSC were
administered every two weeks. Physiological, histological, and molecular follow-up was performed for 12
months after irradiation. MSCs delayed the onset of hematuria, decreased vascular damage, and reduced damage
to the bladder epithelium. This result is a proof of concept of the effectiveness of MSCs. This first study will
require further study of the mechanisms, but it is a real hope for all the patients suffering from chronic radiation

cystitis resistant to conventional treatments.

Keywords: [Irradiation, Chronic radiation cystitis, Mesenchymal stem cells, Cell therapy]



