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Partie 1 : Les rayonnements ionisants

1.1. Ladiversité des rayonnements ionisants

Les découvertes scientifiques de la fin du 19°™¢ siécle ont pu mettre en lumiére des nouvelles
« sortes de rayons » selon I'article de Rontgen en 1895, il s’agirait des rayons X. L'homme est
continuellement soumis aux rayonnements naturels comme les rayonnements solaires par
exemple qui sont des ondes lumineuses. Le point commun entre les rayons X et les ondes
lumineuses est qu’il s’agit d’ondes électromagnétiques capables de se propager dans le vide
et dans l'air. Ces ondes transportent de I'énergie, mais pas de matiére. Ces deux types de
rayons font partie d’'un spectre électromagnétique qui répertorie d’une part les rayons
infrarouges, les ondes radio, les micro-ondes qui font partie de la famille des rayonnements
non-ionisants. Et d’autre part les rayons X et gamma qui font partie de la famille des
rayonnements ionisants. Dans cette theése, nous nous intéresserons uniquement aux

rayonnements ionisants (Figure 1).

i"

APPAREIL DE (HADFFAGE lllﬂl

W 7 7 1 7
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~ 4

Figure 1 : Spectre des rayonnements électromagnétiques en fonction de leurs longueurs d’onde
(IRSN)

Un rayonnement est dit ionisant lorsqu’il est suceptible d’arracher un ou plusieurs électrons
du cortege électronique des atomes qui composent la matiere avec laquelle il interagit. Parmi

les rayonnements ionisants, il existe des rayonnements indirectement ionisants (rayons X et
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gamma), et les rayonnements directement ionisants (alpha, beta et protons). Ce dernier
groupe comprend des rayonnements composés de particules volumineuses, le transfert
d’énergie a la matiére est important mais leur taille provoque leur ralentissement dans la
matiére. Ce groupe s’oppose a ceux des rayonnements composés de charge neutre, qui
ionisent la matiere par l'intermédiaire des particules chargées émises lors de leurs

mouvements.

Le pouvoir pénétrant des
rayonnements

2 protons + 2 neutrons \
a-rays >
Electrons a haute

& .
B-rays >
Rayonnements EM a

C) haute énergie
@\/W AVA« AVA\ N\

Neutrons

& <

Papier Personne Couche d'aluminum Plomb épais Eau ou beton
(stoppe les mince (stoppe les (stoppe les (stoppe les
rayonnements a) rayonnements B)  rayonnements y et X) rayonnements neutron)

Figure 2 : Représentation des niveaux d’énergies en fonction de la nature du rayonnement.
Crée avec Biorender.com

Ainsi, I'énergie émise n’est pas la méme pour tous les rayonnements et les moyens pour s’en
protéger différent. Ces rayonnements provoquent des effets différents sur I'organisme en
fonction du type de rayonnement et de la dose recue. Lorsqu’un rayonnement péneéetre la
matiere, il lui transfére de I'énergie, la dose absorbée par la matiére caractérise ce transfert
d’énergie. L'unité de dose absorbée par la matiére est le Gray (Gy) qui est équivalent a un
Joule absorbé par Kilogramme de matiére. Il existe également le Sievert (Sv) qui permet de
tenir compte des effets biologiques induits par l'irradiation en fonction des organes exposés.
La limite annuelle de dose moyenne recue suite a I'exposition de rayonnements ionisants

artificiels est de 1 mSv par an/personne pour la population civile (hors des travailleurs du
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nucléaire) (norme CIPR 2007). Quant au débit de dose, celui-ci se caractérise par la dose

délivrée par unité de temps (Gy/min).

Les rayonnements X et gamma sont les plus énergétiques, il faudra une forte épaisseur de

béton ou de plomb pour s’en protéger (Figure 2).

1.2. Effets biologiques des rayonnements ionisants

Les rayonnements ionisants induisent une série d’altérations cellulaires et moléculaires, selon
la dose recue, le débit de dose, la nature du rayonnement, I'étendue des zones irradiées, les
effets seront plus ou moins néfastes. De nombreuses études ont permis de mieux connaitre
les effets des rayonnements ionisants sur I'organisme (Figure 3). On distingue les effets directs
et les effets indirects qui peuvent étre d’ordre cellulaire, structural ou fonctionnel. Au niveau
des cellules, les photons qui sont émis par une source de rayonnement vont arracher des
électrons aux macromolécules (ADN, lipides, protéines) induisant des lésions : il s’agit de
I'effet direct des rayonnements ionisants, I'énergie des rayonnements va directement étre
absorbée par les biomolécules (Fahr, 1970). Lorsque les électrons sont arrachés a des
molécules d’eau (radiolyse de I'eau) : il s’agit de I'effet indirect des rayonnements ionisants,
I’énergie va étre absorbée par I'environnement aqueux (Chapman and Gillespie, 1981). L'eau
occupant une part cellulaire importante, les molécules d’eau vont étre ionisées, des électrons
vont étre émis et décomposés en électrons libres ainsi qu’en espéces réactives de I'oxygéne
(Reactive Oxygen Species, ROS) (Herskind and Westergaard, 1988). Ces ROS sont plus
précisément des radicaux hydroxyles (OH°) et des peroxydes d’hydrogéne (H.0;), ces
molécules sont produites et réagissent avec les macromolécules, les modifient chimiqguement.
Il existe des systemes de détoxication des radicaux libres tels que les enzymes anti-oxydants
(catalase, glutathion peroxydase, superoxyde dismutase). Tous les compartiments cellulaires
et toutes les molécules peuvent étre impactés par les effets directs ou indirects des
rayonnements ionisants, par exemple au niveau de I’ADN, les Iésions radio-induites peuvent

étre :

v Des ruptures de chaines : cassure simple brin et double brin (SSB & DSB)
v" Des modifications chimiques des bases et des sucres, 'information génétique est alors
altérée

v Des pontages intra-ou inter-chaines
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Ces dommages peuvent impacter deux principaux mécanismes: la réplication et la
transcription, Il y aurait environ 3000 bases endommagées dans une cellule apres avoir été
soumis aux rayons X a une dose de 1 Gy (Griffin, 2006), et plus particulierement au sein des
cellules proliférantes, en effet, 1 Gy est suffisant afin d’induire un nombre important de
dommages a I’ADN et perturber le fonctionnement normal de la cellule. A faible dose (< 1Gy)
la synthese de I’ADN est restaurée au bout de quelques heures; cependant, a plus forte dose
des changements dans la synthése de I’ADN sont observés plus tot et ces effets persistent plus
longtemps dans le temps (Altman and Okada, 1970) et peuvent mener a la mort cellulaire. Les
dommages a I’ADN liés a I'exposition a des rayonnements ionisants provoquent des arréts
dans le cycle cellulaire, ces arréts entrainent I'activation des mécanismes de réparations telles
gue : Non-Homologous End Joining (NHEJ) and Homologous Recombination (HR) (Chapman et
al., 2012). De plus, les cassures de I’ADN sont détectées par différentes protéines comme par
exemple ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) qui est la premiére a détecter la cassure avec
la protéine ATR (Ataxia telangiectasia and RAD3 related). ATM est le principal senseur des
cassures de I’ADN induites par les rayonnements ionisants (Kanu and Behrens, 2007), d’autres
protéine Ku et DNA-PK interviennent dans les systéemes de réparations en étant recrutées au
site de ’ADN endommagé (Maier et al., 2016). Ce qui déterminera |’avenir de la cellule c’est
le degré de dommages causés a I'’ADN et les modifications que le géne p53 a subi
(phosphorylation, acétylation, méthylation). En effet, p53 est un géne suppresseur de tumeur,
il agira comme un facteur de transcription (Mirzayans et al., 2012) et activera une des deux
voies : la mort ou la survie cellulaire, au vu de sa fonction importante p53 avait été décrit

comme étant le « gardien du génome » (Lane, 1992).

Une réparation fidéle des brins d’ADN permettra a la cellule de continuer son cycle cellulaire
a I'inverse, une mauvaise réparation de I’ADN conduira a la mort cellulaire par apoptose, a la
catastrophe mitotique ou bien la sénescence, ce qui déterminera la voie cellulaire
gu’empruntera la cellule pour mourir. Le devenir cellulaire est déterminé en fonction de
plusieurs parametres comme le type cellulaire, a quel moment dans le cycle cellulaire est
survenu l'irradiation ainsi que la dose recue. Les évolutions possibles de I'avenir de la cellule

sont reprises dans la figure 3.

23



Arbre des évolutions possibles de la cellule
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Figure 3 : Schéma de I'évolution de la cellule tiré de l'article « Les effets des rayonnements

jonisants sur le vivant » du CEA de 2015

1.3. La Radiosensibilité des tissus

La radiosensibilité est maximale pour les cellules lorsqu’elles sont en phase G2 et M. Elle

dépend du renouvellement cellulaire d’un tissu ; plus un tissu va se renouveler rapidement

plus il sera radiosensible, cela s’explique par le fait que la cellule va rentrer plus souvent en
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phases G2 et M du cycle cellulaire. Les tissus les plus radiosensibles sont I'intestin, le systeme
hématopoiétique et les épithéliums cutanés. Les tissus les moins radiosensibles sont les os, le

systeme nerveux et le poumon.

Les réactions tissulaires dépendent de la mort cellulaire. On distingue les réactions précoces
qui impliquent la destruction des cellules souches progénitrices, un réservoir de cellules
matures pour le tissu notamment au niveau de l'intestin qui est associée a des cascades de
réactions inflammatoires. Les réactions tardives impliquent des stress oxydatifs chroniques et
I'infiltration de cellules immunitaires associée a la production de cytokines. La réponse
biologique a l'irradiation varie avec la radiosensibilité des tissus, la dose recue, le débit de
dose, la durée de I'exposition, le volume d’exposition, le degré de la réponse inflammatoire et

I’age de la personne et ses comorbidités.

La gravité des lésions dépend de la dose et de la durée pendant laquelle elle est délivrée ; une
dose élevée, unique et rapide est plus nuisible que la méme dose administrée sur des
semaines. La surface d’exposition corporelle entre aussi en compte, par exemple pour une
dose > 10 Gy corps entier la mort peut survenir tandis que pour la méme dose délivrée en
fractionnée et sur une zone ciblée sera mieux tolérée par I'organisme. Ce dernier cas

s’apparente a la radiothérapie.

La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers a visée curative, palliative ou
symptomatique (SFRO, 2007). Il existe la radiothérapie dite « palliative » d’une part qui
permet de ralentir la progression du cancer et de prolonger I'espérance de vie du patient et |a
radiothérapie dite « symptomatique » d’autre part qui permet d’améliorer le confort du
patient dans un but antalgique pour une tumeur locorégionale avancée voire métastasique
(SFRO,2007). La radiothérapie utilise la différence de radiosensibilité entre les cellules saines
et tumorales, I'enjeu est d’administrer la dose suffisante afin de stériliser la tumeur tout en
épargnant les tissus sains. Les doses sont délivrées en fractionnement conventionnel et

varient de 45 a 80 Gy environ (SFRO, 2007).
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Partie 2 : Physiologie intestinale

2.1. Lastructure anatomique intestinale et le processus de digestion

Les principales fonctions du tractus gastrointestinal sont la digestion, I'absorption, I'excrétion
et la protection. Ces fonctions sont assurées grace a une série d’organes ayant des roles
différents allant de la bouche jusqu’a I'anus. L'estomac et I'intestin gréle sont principalement
responsables de la digestion et I'absorption tandis que le colon est impliqué dans I'absorption
finale et la compaction des déchets avant I’élimination (Chen et al.,2010). L'intestin mesure
environ 6 metres de longueur chez ’lhomme et est divisé en trois parties : le Duodénum, qui
est adjacent a I'estomac et permet de continuer la digestion en mélangeant les sels biliaires
et pancréatiques essentiels pour la digestion et en assimilant les glucides, les lipides et les
acides aminés. De plus, il permettra également d’agir sur le pH du contenu digestif en sortie
d’estomac (Sjoblom et al.,2011). La deuxieme partie est le Jéjunum, il est impliqué dans
I'absorption de I'eau et des électrolytes ainsi que des glucides, des acides aminés et des
lipides. La troisieme partie est I'lléon qui assure I'absorption des nutriments restants. Les
parois du tractus gastrointestinal sont constituées de quatre mémes couches a quelques
différences pres, il s’agit de la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse

(Figure 4) (Marieb and Hoen,2012).

La muqueuse est la couche en contact avec le bol alimentaire, ses fonctions sont : la sécrétion
du mucus, d’enzymes digestifs et d’hormones et I'absorption des nutriments dans le sang. La
mugqueuse est elle-méme composée de trois parties : I’épithélium, en contact avec la lumiére
intestinale, la lamina propria formée de tissu conjonctif comprenant des réseaux de capillaires
et de follicules lymphoides, et enfin la lamina muscularis mucosae constituée d’'une fine
couche de cellules musculaires lisses qui permet a I'intestin d’avoir cet aspect de repliements

de la muqueuse augmentant la surface d’échange (Marieb and Hoen,2012).

La sous-muqueuse est formée d’un tissu conjonctif innervé et vascularisé, sa structure
élastique permet a l'intestin de reprendre sa taille apres les repas. Et enfin, la musculeuse
constituée principalement de cellules musculaires lisses responsables du péristaltisme qui

permet I'acheminement du bol alimentaire. La séreuse quant a elle, a pour fonction le
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maintien structurel et la séparation des organes afin de limiter les frottements, elle va

permettre la fixation de I'intestin au péritoine (Marieb and Hoen,2012).

Figure 4 : Schéma de I'organisation structurale de I'intestin gréle. Réalisé par Nicolas Brulport «
Le systéeme digestif | Le ghost de Nicolas (le-ghost-de-nicolas.fr) »

2.2. Lalignée épithéliale de I'intestin gréle

L’épithélium intestinal n’est pas le méme en fonction de sa position dans le tractus gastro-
intestinal. L'épithélium de l'intestin gréle est monostratifié, il s’organise selon un axe crypte-
villosité (Figure 5A), les cryptes de Lieberkiihn sont un compartiment prolifératif et les
villosités un compartiment différencié (Potten,1990) (Van der Flier and Clevers,2009). Le
compartiment des villosités est constitué de cellules différenciées de la lignée épithéliale et |a
crypte se divise en deux compartiments celui des cellules souches qui se trouve au fond de la
crypte et un compartiment de transition prolifératif situé dessus du compartiment cellule
souche de la crypte. Le compartiment cellule souche de la crypte est constitué de cellules
souches exprimant le Lgr5 dite cellules Lgr5* et espacées par des cellules de Paneth. Les
cellules Lgr5* sont des cellules souches pluripotente capables d’auto-renouvellement afin de
maintenir un stock en cellules souches (Cheng and Leblond,1974). Les cellules Lgr5* et cellules
de Paneth vont proliférer et donner naissance aux progéniteurs cellulaires du compartiment
de transition prolifératif (Barker et al.,2014) (Figure 5A). Les cellules progénitrices de ce
dernier compartiment vont maturer et se spécialiser en migrant le long de I'axe crypte-villosité
pour donner tous les types cellulaires de I'intestin gréle. Trois jours apres s’étre différenciées
en cellules spécialisées, les cellules épithéliales intestinales vont atteindre I'apex de la villosité,

et y mourir par anoikis, puis relarguées dans la lumiére intestinale (Hall et al.,1994).
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Le renouvellement de I'épithélium intestinal s’effectue tous les 4 a 5 jours.
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Figure 5 : Schéma représentant I'organisation des villosités et cryptes. A) Schéma récapitulant I'axe
crypte/ villosité. Tiré de I'article : Barker, N. (2014). Adult intestinal stem cells: critical drivers of epithelial homeostasis and
regeneration. Nature reviews Molecular cell biology, 15(1), 19-33. B) Schéma de la crypte portant la numérotation des

cellules de la crypte. Modifié et basé sur I'article : Li, V. S. (2019). Yap in regeneration and symmetry breaking. Nature cell
biology, 21(6), 665-667.

Les villosités sont constituées de différents types cellulaires, une partie appartient a la lignée

absorbante (les entérocytes) et I'autre partie a la lignée sécrétrice.

Les entérocytes représentent la majorité des cellules de la villosité, environ 80 % des cellules
de I’épithélium intestinal (Barker et al.,2007), (Van der Flier and Clevers,2009). Les entérocytes
permettent I'absorption des nutriments (Engevik and Goldenring,2018), ce processus est

possible grace :

v A la présence de microvillosités dites « bordure en brosse » au niveau de leur
membrane apicale en contact avec la lumiere intestinale qui permettent d’augmenter
la surface d’échange avec les nutriments

v" Alasécrétion d’enzymes protéolytiques comme la lactase ou la sucrase-isomaltase par
exemple, qui agissent sur la digestion des aliments

v' A la présence de transporteurs protéiques au niveau de la bordure en brosse afin de

terminer le processus d’absorption des nutriments
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La lignée sécrétrice contient les cellules entéro-endocrines, les cellules caliciformes dites
cellules a mucus (en anglais Goblet cell), les cellules Tuft (Figure 5A). Les cellules caliciformes
sont majoritaires au sein de la lignée sécrétrice, environ 4% de I'épithélium total (Barker et
al.,2007), leur nombre augmente en fonction de leur localisation dans I'intestin (Specian and
Oliver,1991). Elles produisent des mucines, des glycoprotéines constituées en partie d’O-
Glycanes (Johansson and Hansson,2016) constituant le mucus qui va permettre de protéger
I'intestin gréle des agressions. Cependant, les bactéries peuvent travers cette « barriere »
mais de maniere limitée di a la présence de molécules antimicrobiennes (Johansson and
Hansson,2016). De plus, la barriére intestinale doit étre sélective afin de laisser passer les
nutriments et faire barriere aux pathogénes, d’ou I'existence de jonctions serrées qui
permettent de lier les cellules épithéliales entre elles et refermer les espaces intercellulaires
(Schneeberger et al.,1992), ces jonctions serrées se nomme « Zonnulae Occludentes »
(Forster,2008). Les cellules entéro-endocrines vont sécréter des peptides ou des hormones
essentiels a la physiologie de l'intestin comme la digestion et la protection (Marieb and
Hoen,2012). Les cellules Tuft sont impliquées dans la réponse immunitaire intestinale. En
effet, elles ont la capacité de sécréter de I'interleukine 25 (IL-25) ainsi que de I"acétylcholine
(Schneider et al.,2019). L'expression de I'IL-25 est nécessaire afin d’assurer ’homéostasie des
cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) localisées au niveau de la lamina propria, ces ILC2
vont sécréter de l'interleukine 13 (IL-13), une molécule responsable de la régulation positive
de la différenciation des cellules Tuft et des cellules de Paneth (Von Moltke et al.,2016). Une
étude a montré que le nombre de cellules Tuft augmentait significativement en réponse a une
infection parasitaire et induisait I’hyperplasie des cellules a mucus (Gerbe et al.,2016). Un
dernier type cellulaire particulier et appartenant a la lignée sécrétrice est les cellules de
Paneth. Elles ne sont pas situées dans le compartiment des villosités mais a la base de la crypte
et sécrétent du lysozyme, une molécule anti-microbienne contenue dans leurs granules. Ces
cellules sont uniquement retrouvées dans l'intestin gréle. Elles permettent également le
maintien de I'homéostasie de la crypte, une fonction importante de ces cellules (Sato et
al.,2011). En effet, les cellules de Paneth sécretent des facteurs essentiels a la survie et la
prolifération des cellules souches comme « I'epidermal Growth Factor » (EGF), un ligand
impliqué dans la signalisation des MAP-kinases, le « Wingless-integration » (Wnt-3) qui est un
ligand de la signalisation Wnt/B-caténine et le DLL4 « Delta Like canonical Nocth ligand 4 » un

ligand de la signalisation NOTCH (Sato et al.,2011) (Pitulescu et al.,2017).
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Les cellules progénitrices qui vont donner naissance aux cellules de Paneth vont migrer vers
le bas de la crypte et y rester au moins 3 semaines par opposition aux cellules progénitrices
qui vont donner naissance aux autres types cellulaires de I'intestin qui migrent vers le haut de
la villosité. Ces phénomeénes sont régulés par plusieurs voies de signalisations (lreland et
al.,2005). Lors du processus de différenciation, les cellules expriment EphB2 et EphB3, deux
récepteurs a tyrosine kinase, qui une fois activés par des ligands sécrétés par les cellules des
villosités vont générer une force répulsive, forcant les cellules de Paneth a migrer au fond de
la crypte (Van der Flier and Clevers,2009). Ainsi, il existe des cellules de Paneth ayant la
caractéristique de cellule souche et des cellules de Paneth matures qui n’expriment pas de
marqueurs de prolifération et qui quittent le cycle cellulaire (Basak et al.,2014) (Jones et
al.,2019). Une étude a montré que mises en culture les cellules de Paneth matures perdent la
capacité a stimuler la formation d’organoides intestinaux (Takeda et al.,2011). Aprés
irradiation, les cellules de Paneth ont la capacité d’entrer a nouveau dans le cycle cellulaire et

de se différencier en différents types cellulaires de I'intestin (Mei et al.,2020).

L'hypothése que toutes les cellules épithéliales provenaient d’un seul précurseur a été pour
la premiére fois démontrée en 1966 (Corpron et al.,1966) et en 1968 (Rubin et al.,1968). En
1974, une étude a montré que lorsque des souris recevaient de la thymidine radioactive, les
cellules a la base de la crypte phagocytaient une partie des cellules mortes, une vacuole était
ainsi créée correspondant a un phagosome radiomarqué dans les cellules Lgr5*. Grace a ce
marquage, les auteurs ont pu suivre I’évolution du devenir de ces cellules dans le tissu. Dés 12
heures aprés l'injection de thymidine radioactive, le marquage a été repéré au niveau du
compartiment des progéniteurs cellulaires puis 24 heures post-injection le marquage est
présent le long de la villosité intestinale au sein de toutes les cellules différenciées de
I’épithélium de l'intestin gréle. Ainsi, cette étude a montré pour la premiéere fois que les
cellules a la base de la crypte donnaient naissance a toutes les cellules de I'épithélium de
I'intestin gréle et ont été considérées comme les cellules souches de l'intestin (Cheng and
Leblond,1974). C'est en 1978 que Potten et al. (Potten et al.,1978) montrent I'existence d’une
cellule en position +4 située au-dessus des cellules de Paneth faisant partie du compartiment
de la crypte. Les cellules de la crypte sont numérotées en fonction de leur position (Figure 5),

toutes les cellules de la position 1 a 5 sont responsables du renouvellement de toutes les
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cellules de I'épithélium intestinal avec une longue durée de vie (Bjerknes and Cheng,1999)

(Figure 6).

/
[ \ Cellule active
[ \ Lgr5*

Progéniteur

Cellule de Cellule Cellule Cellule Tuft

Enterocyte ici entéroendocrine
yt Paneth caliciforme

Lignée Absorbante Lignée Sécrétrice

Figure 6 : Schéma représentant les différentes lignées cellulaires de I'epithélium intestinal. Les cellules Lgr5*
donnent des progéniteurs qui vont se différencier en cellules de la lignée « sécrétrice » ou en cellules de la lignée

« absorbante ». Les cellules en position +4 peuvent repeupler la crypte en cellules souches en cas de besoin. crée
avec Biorender.com

L'identification du marqueur « Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 »
(Lgr5) porté par les cellules souches intestinales, a permis de caractériser de maniéere plus
précise les cellules souches de la crypte intestinale (Barker et al.,2007). Grace a des techniques
de tracage des lignées cellulaires, il a été montré par I’équipe d’Hans Clevers que les cellules
Lgr5* étaient bien a I'origine des cellules différenciées de 'intestin gréle (Barker et al.,2007).
Les cellules souches Lgr5* de la base de la crypte vont entrer en division dite asymétrique
donnant une cellule souche en prolifération, cette cellule souche va subir au moins 4 a 5
divisions avant de migrer le long de I'axe crypte-villosité (Van der Flier and Clevers,2009). IL a
été également montré qu’en présence de cellules Lgr5*, de mini intestin appelés

« organoides » étaient formés in vitro (Sato et al.,2009).
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Les cellules positionnées en position +4 et définies comme faisant partie du compartiment de
la crypte portent le marqueur Bmil. La déplétion de ces cellules exprimant Bmil entraine une
perte des cryptes ; ce qui a suggéré que les cellules Bmil* sont essentielles dans le maintien
de I'homéostasie de la crypte (Sangiorgi et al.,2008). Ce premier marqueur a permis de
différentier les cellules Lgr5* des cellules en position +4. mTert a été identifié comme un autre
marqueur des cellules en position +4. Il a été montré que les cellules exprimant mTert
donnaient naissance a tous les types de cellules intestinales différenciées (Montgomery et
al.,2011). Hopx est également un marqueur des cellules en position +4 (Takeda et al.,2011),
et enfin Lrigl (Powell et al.,2012) (Figure 6). Grace a l'identification de tous ces marqueurs, les
cellules en position +4 ont pu étre décrites de maniere plus précise. Différentes des autres
cellules de la base de la crypte, elles sont quiescentes et sont « label-retaining » (Buczacki et
al.,2013) (Takeda et al.,2011). Apres irradiation, il a été montré que des cellules portant les
marqueurs des cellules en position +4 avaient la capacité d’entrer a nouveau dans le cycle
cellulaire et de revenir a I'état de cellules souches, ainsi les cellules en position +4 ont été
définies comme un « réservoir » de cellules pour le compartiment de la crypte en cas de Iésion
(Buczacki et al.,2013) et de se dédifférencier en cellules Lgr5*et ainsi repeupler la crypte (Jones

and Dempsey, 2016) (Tetteh et al.,2016).

2.3. Les voies majeures de signalisation de prolifération et de différenciation
des cellules épithéliales intestinales

Les cryptes permettent le renouvellement de I'épithélium intestinal, et leur environnement
agit sur I'homéostasie du compartiment souche de la crypte. Cet environnement appelé
« niche » fournit des signaux extracellulaires et des facteurs afin de maintenir I'auto-

renouvellement des cellules souches (Morisson and Spradling,2008).

Cette niche s’apparente a un microenvironnement contenant des cellules stromales
mésenchymateuses et des cellules immunitaires qui par leurs molécules sécrétées agissent
sur le compartiment cellule souche. Les cellules de Paneth participent également a
I’'homéostasie du compartiment souche. Il a été montré que lorsque les cellules de Paneth
étaient déplétées in vivo, une perte des cellules Lgr5* était observée et que in vitro les cellules

de Paneth pouvaient étre remplacées par un ajout de Wnt dans le milieu, indiquant ainsi
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I'influence du microenvironnement dans I’"homéostasie des cellules souches de la crypte (Sato

etal.,2011).

Dans chaque crypte, il existe environ 14 cellules Lgr5* et 10 cellules de Paneth (Snippert and
Clevers,2010). Les cellules de Paneth vont sécréter des facteurs de croissance tels que
« I'epidermal growth factor » (EGF), le « Transforming Growth Factor » TGF-f ainsi que les
ligands de la voie Notch DLL1, DLL4, Wnt-3 ayant une influence sur I’homéostasie des cellules

Lgr5* (Clevers and Bevins, 2013).

Les cellules Lgr5* de la crypte s’auto-renouvellent et se divisent en cellules progénitrices. Il
existe deux processus de division, le premier est la division dite symétrique ou 1 cellule souche
va donner 2 cellules souches, et le second est la division asymétrique ou 1 cellule souche
donne 1 cellule souche et 1 cellule progénitrice (Barker et al.,2014). L’équilibre entre la
prolifération et le devenir d’une cellule (sécrétrice ou absorbante) est assuré par des voies de
signalisation telles que les voies Wnt et Notch, leur inhibition entraine une perte des cellules
souches de la crypte (Van Es et al.,2005,2012). Notch est une protéine membranaire dont la
transduction de son signal est initiée par la liaison d’un ligand de type Delta like (DLL 1, 3 et 4)
ou de type ligand Jagged 1 et 2 (JAG 1 et 2), la voie est activée par des clivages protéolytiques
qui génerent un domaine intra-cellulaire appelé le « Notch Intracellular Domain » (NICD),
NICD se transloque au noyau et interagit avec le facteur de transcription RBP-J ce qui active
les génes cibles (Kopan and llagan,2009). Le facteur de transcription Olfm4 est considéré
comme un facteur de transcription cible de Notch pour les cellules Lgr5* (Van dussen et
al.,2012). Cette voie de signalisation Notch activée (via les récepteurs Notch 1 et Notch 2) par
les ligands DLL1 et DLL4 est essentielle pour la prolifération des cellules Lgr5* (Pellegrinet et
al.,2011). Les cellules de Paneth expriment DLL4 et de maniére transitoire DLL1 (Sato et

al.,2011) (Stamataki et al.,2011).

Dans l'intestin, la voie de signalisation Notch est basée sur la transmission de signaux entre
cellules juxtaposées. Une régulation négative empéche la différenciation des cellules Lgr5*,
maintenant ainsi une réserve. Cette régulation est possible grace a 'inhibition latérale. Cette
inhibition permet I'activation différentielle de Notch dans les cellules voisines afin de générer
différents types cellulaires (Sancho et al.,2015). Le principe de cette inhibition est que
I’activation de Notch réprime la production de ligand de Notch (DELTA), ainsi la cellule ayant

une activité Notch plus faible produit plus de ligand. Plus de ligand a la surface de la cellule
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active la signalisation Notch dans la cellule voisine, ce qui entraine une diminution de la
production de ligand dans cette cellule. Cela permet a la cellule ou I'activité de Notch est plus
faible d'augmenter encore sa production de ligand, car elle recoit en retour un signal inhibiteur
affaibli de la part de ses voisines. Ce mécanisme permet de maintenir un équilibre entre les

lignées absorbantes (Notch High) et sécrétrices (Notch Low) (Sancho et al., 2015) (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma illustrant les destins cellulaires en fonction de I'activation de la voie de

signalisation Notch. Schéma modifié et basé sur article : Sancho, R., Cremona, C. A., & Behrens, A. (2015). Stem
cell and progenitor fate in the mammalian intestine: Notch and lateral inhibition in homeostasis and disease. EMBO
reports, 16(5), 571-581.

Au niveau de la crypte, I'interaction cellule-cellule se fait entre les cellules de Paneth qui sont
« Notch Low » et les cellules Lgr5* qui sont « Notch High » (Sasaki et al.,2016). L’activation de
la voie Notch bloque la différenciation des cellules Lgr5* ce qui permet ’lhoméostasie de la
crypte. Une étude a montré que I'inhibition de la signalisation Notch chez la souris entrainait
une perte des cellules Lgr5* et qu’une hyperplasie des cellules de la lignée sécrétrice était
observé en comparaison des cellules de la lignée absorbante (VanDussen et al.,2012).
L’activation de la voie Notch permet d’augmenter la population de cellules progénitrices
prolifératives (Fre et al.,2005). Le destin de la cellule dépend de la puissance du signal Notch

que la cellule recoit (Sancho et al.,2015) (Figure 7).

Cette signalisation se met en place via le contréle de la proportion entre les facteurs de
transcription HES1 (stimulant le lignage absorbant) et MATH1 ou ATOH1 (stimulant la lignée
sécrétrice). Il a été montré que lorsque MATH1 est inactivé, une perte des cellules de la lignée
sécrétrice était observée, les entérocytes n’étant pas impactés (Yang et al.,2001), (Shroyer et

al.,2007). En revanche, lorsque HES1 est inactivé, peu d’effets sur les cellules épithéliales

34



intestinales sont observés pouvant s’expliquer par la compensation par d’autres facteurs de
transcription appartenant a la méme famille. De plus, une surexpression de la signalisation
Notch entrainerait une expansion des progéniteurs cellulaires (Fre et al.,2005) (Carulli et
al.,2015). Une activation forte de Notch au sein de la cellule réceptrice réduit sa capacité a
activer sa cellule voisine, ainsi une cellule dont la voie Notch est active exprimera peu de

ligands Notch (Figure 8).
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Figure 8 : Schéma illustrant le mécanisme de l'inhibition latérale via la voie NOTCH. La signalisation Notch
est initiée lorsqu'un ligand Delta exprimé a la surface de la cellule se lie au récepteur Notch exprimé a la
surface d'une cellule opposée. Le Notch fixé a la membrane est alors clivé par I'ADAM10 puis par le
complexe y-sécrétase pour libérer le fragment intracellulaire de Notch (NICD). Ce fragment est transloqué
dans le noyau et s'assemble en un complexe d'activation transcriptionnelle qui diminue la répression des
geénes cibles de Notch tels que la famille Hes. La famille Hes de répresseurs transcriptionnels contréle le
Delta et une variété de génes de différenciation/prolifération. modifié et Crée avec Biorender.com & partir de

I'article : Sancho, R., Cremona, C. A., & Behrens, A. (2015). Stem cell and progenitor fate in the mammalian intestine: Notch and

lateral inhibition in homeostasis and disease. EMBO reports, 16(5), 571-581.
Lors de mutations ou de dérégulations de la voie de signalisation Notch aprés des dommages
radio-induits ou lors d’inflammations de lintestin, la présence de cellules sécrétrices
immatures ou un nombre insuffisant de celles-ci peuvent étre observés. Ce qui réduirait
I’efficacité de la fonction intestinale et potentialiserait I'inflammation (Sancho et al., 2015).
De maniere intéressante, il existerait un lien entre les jonctions serrées de la barriere
intestinale et la voie Notch, en effet, une surexpression de Claudin-1, une molécule
intervenant dans la composition des jonctions serrées, activerait la voie Notch (Pope et
al.,2014). IL a été également montré que la délétion d’un marqueur des cellules Tuft réduisait
a la fois I'expression de Claudin-1 et Notchl ce qui altérerait la réparation épithéliale apres

une irradiation (May et al.,2014).
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La voie Wnt/B-catenin est une voie également importante pour le maintien de l'auto-
renouvellement des cellules souches (Clevers et al.,2014). Dans l'intestin, I'expression des
facteurs Wnt-3 (produits par les cellules de Paneth), Wnt-6, Wnt-9b (issus des cellules de
Paneth et des cellules progénitrices), Wnt-2b, Wnt-4, Wnt-5a et Wnt-5b (issus des cellules
sous-jacentes a I'épithélium) sont indispensables pour I'auto-renouvellement des cellules
Lgr5*. (Gregorieff et al.,2005). De plus, d’autres sources de Wnts provenant du compartiment
sub-épithélial agissent sur les cellules souches de la crypte. Deux voies peuvent étre initiées
lorsque les facteurs se fixent aux récepteurs : la voie Wnt/B-catenin ou canonique, activée
dans I'homéostasie des cellules Lgr5* (Clevers et al.,2014) et la voie non canonique
Whnt/calcium qui peut étre activée dans le colon afin d’initier la régénération de I'épithélium
(Miyoshi et al.,2012). La voie canonique Wnt est activée lorsqu’un ligand Wnt se fixe a un
récepteur de la famille « Frizzled » (Fz) et a un corécepteur (LRP5/6) ce qui entraine I'inhibition
de I'ubiquitination de la B-catenin. Sa translocation au noyau et son interaction avec le facteur
de transcription TCF and d’autres cofacteurs permet la transcription des génes cibles de Wnt
(Kuhnert et al.,2004). R-spondin (Rspos), un ligand des récepteurs Lgrd/5/6 considéré comme
un agoniste de Wnt est un potentialisateur de la signalisation Wnt. Il a été montré que lorsque
des souris KO pour TCF4 et B-catenin étaient utilisées, la prolifération des cryptes était alors
observée, soulignant le caractére essentiel de la voie Wnt/ B-catenin (Ireland et al.,2004)
(Kuhnert et al.,2004) (Van Es et al.,2012a) Cependant, lorsque Rspo est injecté, une
hyperprolifération des cryptes est observée (Kim et al.,2005). La voie Hippo-YAP1 a montré
étre la plus active aprés des dommages a l'intestin en inhibant la voie Wnt et Notch, elle
entraine la différenciation précoce des cellules de I'épithélium intestinal (Gregorieff et

al.,2015) (Imajo et al.,2015).

L'activation des voies Notch et Wnt est forte dans la crypte, ce qui permet la différenciation
des cellules dans les compartiments supérieurs. Cependant, une autre voie est essentielle afin
d’initier la différenciation terminale des cellules au niveau des villosités, il s’agit de la voie
BMP. La fonction du « Bone Morphogenic Protein » (BMP) est d’inhiber la prolifération des
cellules souches et de promouvoir leur différenciation. BMP peut étre exprimé par les cellules
sous-jacentes a I'épithélium et les cellules épithéliales des villosités (Haramis et al.,2004)
(Hardwick et al.,2004). Les activités de BMP et de Wnt forment un gradient inversé, c’est-a-

dire qu’il y a plus de Wnt au niveau de la crypte que de BMP et progressivement le long de la
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villosité le niveau de Wnt diminue et celui de BMP augmente afin de garder les cellules
souches de la crypte dans un état d’auto-renouvellement et les progéniteurs de se différencier
en cellules fonctionnelles de I'intestin (Zhu et al.2021). BMP régule négativement les cellules
souches par la présence d’antagoniste de BMP (Qi et al.,2017) tels que Gremlin 1/2 ou encore
Noggin (Sneddon et al.,2006) (Kosinski et al.,2007). Lorsque cette voie est dérégulée, une

perte de I'expression des marqueurs Lgr5, olfm4 et Ascl2 est observée (Qi et al.,2017).

2.4. Les autres types cellulaires impliqués dans la niche de la crypte

Au niveau du tissu du mésenchyme il existe d’autres cellules agissant sur le compartiment de
la crypte (Zhu et al.,2021). Les cellules immunitaires résidentes, comme les « innate lymphoid
cells » (ILCs) sont impliquées dans la régulation de la régénération intestinale comme les ILC2,
sécrétant de l'interleukine 13 (IL-13) capable d’activer la signalisation via le IL-13R au niveau
des cellules Lgr5* afin d’assurer I’homéostasie de la crypte (Zhu et al.,2019). Aprés des
dommages a l'intestin, les ILCs sécretent de l'interleukine IL-22 qui va aller stimuler la
prolifération des cellules souches de la crypte et initier la régénération tissulaire (Lindermans

et al.,2015 (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma illustrant les relations entre les cellules immunitaires ILC « Innate lymphoid cells »
et les cellules de la base de la crypte. Les ILC2 et 3 vont produire des cytokines qui vont interagir avec
les cellules de la base de la crypte. Crée avec Biorender.com
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IL a été montré qu’apres irradiation les cryptes pouvaient étre protégées lorsque |'apoptose
des cellules endothéliales était inhibée, mettant en avant le fait que les cellules apoptotiques
endothéliales pouvaient envoyer des signaux de stress aux cellules souches (Paris et al.,2001).
Ces signaux restent actuellement méconnus cependant, les métabolites relargués par les

cellules apoptotiques pourraient agir comme messager (Medina et al.,2020).

Une étude a montré qu’il existait des cellules capables de sécréter du Wnt-2b et Wnt-4 au
niveau de I'estomac et de l'intestin gréle, il s’agit des péricytes (Kim et al.,2020). Ces cellules
peuvent étre identifiées avec notamment deux marqueurs Cspgd*, Ng2*. Lorsque la sécrétion
de Wnt est bloquée au niveau des péricytes, une réduction du nombre de cellules souches de

I'intestin a été observée cependant, la prolifération est restée normale (Kim et a/.,2020).

En résumé, de nombreuses cellules stromales, épithéliales et immunitaires agissent ensemble
afin de produire divers signaux formant une niche afin de réguler 'homéostasie des cellules
souches de la crypte comme I'auto-renouvellement et la différenciation cellulaire. Les cellules
de Paneth ne sont pas essentielles pour 'homéostasie des cellules Lgr5* en situation
physiologique, cependant dans un contexte lésionnel, les cellules de Paneth jouent un role
crucial, car elles contribuent aux signaux de la niche et permettent de stimuler les CBC (Zhu et
al.,2021). Des populations appartenant aux cellules stromales au niveau du compartiment
sub-épithélial sont essentielles afin de produire des facteurs trophiques agissant sur
I’'homéostasie de la crypte et ont montré apres I'apparition de dommages a l'intestin leur
capacité a se développer et a promouvoir 'activité des cellules Lgr5* et la réparation de

I'intestin (Zhu et al.,2021).

Partie 3 : Le syndrome gastro intestinal

3.1. L'exposition accidentelle

L'exposition accidentelle a des doses d’irradiation moyennes a fortes peut conduire a
I'apparition des syndromes regroupés sous le nom de « Syndrome Aigu d’Irradiation » et qui
selon la dose, la nature du rayonnement, la durée d’exposition et la surface corporelle
exposée peuvent conduire a la mort de la personne irradiée. Ces syndromes sont: le
syndrome hématopoiétique qui survient pour des doses <6 Gy (Gray) en corps entier et en

dose unique. Ce syndrome est le premier syndrome radio-induit mis en jeu chez ’homme dans
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le cas d’'une exposition externe partielle ou « corps entier ». Il se traduit par une aplasie
médullaire plus ou moins sévere résultant essentiellement en des risques hémorragiques
(thrombopénie) et infectieux (neutropénie). La moelle osseuse est la plus radiosensible. Il peut
engager rapidement le pronostic vital du patient. Le syndrome gastro-intestinal lui, survient
pour des doses >6 Gy corps entier et en dose unique et se caractérise par la destruction de la
barriére intestinale. La phase initiale survient de quelques minutes a 24 heures apres

Iirradiation ou les symptémes des organes irradiés commencent a apparaitre.

3.2. Le Syndrome Gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal est constitué de différentes parties, telles que |'cesophage,
I'estomac, l'intestin gréle, le colon et le rectum. Le tractus gastro-intestinal étant en
renouvellement permanent posséde un turn-over tres rapide ce qui en fait une cible sensible
aux rayonnements ionisants (Quastler et al.,1956) (Potten et al.,1990); le turn-over complet

de I'épithélium intestinal est situé entre 4 et 5 jours (Van der Flier and Clevers,2009) (Figure
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Figure 10 : Schéma représentant les effets de I'irradiation sur le compartiment de la crypte. Crée avec
Biorender.com

Le syndrome gastro-intestinal survient pour des doses supérieures a 6 Gy en corps entier
entrainant des lésions digestives importantes conduisant a la mort de I'individu (Dainiak and
Albanese,2022). Au-dela de 6 Gray les cellules souches de la crypte intestinale ne peuvent plus
produire suffisamment de cellules afin de repeupler les villosités, ce qui résulte en un

raccourcissement des villosités associé a une diminution de I'absorption intestinale des
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nutriments. Les cellules constituant les villosités prennent un aspect « dysplasique » avec des
noyaux volumineux et gonflés (Hendry and Potten, 1995). Le compartiment cellule souche est
perdu (stérilisation) et la production cellulaire est drastiqguement limitée, I'épithélium
intestinal ne peut pas étre renouvelé. La perte des cellules par apoptose induit une

« dénudation » de I'épithélium et des ulcérations apparaissent (Figure 11).

X100

Figure 11 : Photos représentatives de coupes histologiques d’intestin murin en fonction de la dose
d’irradiation délivrée au niveau abdominal. A : les villosités, B : les cryptes, C : la musculeuse, D : la

lumiére intestinale. Tiré de I'article Bensemmane, L., Squiban, C., Demarquay, C., Mathieu, N., Benderitter, M., Le Guen,
B., ... & Linard, C. (2021). The stromal vascular fraction mitigates radiation-induced gastrointestinal syndrome in mice. Stem
Cell Research & Therapy, 12(1), 1-14.

Le syndrome gastro-intestinal est associé a une perte de 80% de la muqueuse intestinale
(Quastler,1956). La barriere intestinale est altérée permettant ainsi aux bactéries et a d’autres
agents pathogénes de s’infiltrer dans la circulation sanguine (Potten,1990), des pertes
massives en électrolytes ainsi que I'apparition parfois de muqueuses intestinales dans les
feces sont observés. Cependant, il est intéressant de remarquer qu’aux doses d’apparition du
syndrome gastro-intestinal, le syndrome hématopoiétique s’est déja mis en place associé a
une granulocytopénie et une thrombocytopénie entrainant une diminution drastique de la
capacité du systéme immunitaire a contrer les infections et les saignements aggravent le
syndrome gastro-intestinal. Plus les doses sont fortes plus les atteintes d’autres organes
peuvent avoir un effet sur le tractus gastro-intestinal comme d’importantes brllures pouvant
provoquer une ischémie intestinale associée a une perte de la barriére intestinale (Maejima

et al.,1984) (Deitch et al., 1989).
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Les symptomes associés a I'apparition du syndrome gastro-intestinal sont classés en fonction
de leur temps d’apparition apres I'exposition aux rayonnements ionisants et en fonction du
type de symptomes (Conklin and Walker,1987). Les symptomes majoritaires sont des crampes
abdominales et des diarrhées ainsi que des nausées et des vomissements, des céphalées
peuvent également apparaitre. L'apparition des symptomes se divise en une phase
« prodromale » qui est la phase initiale (de 1 a 3 jours apres I'exposition). Cette phase
correspond a I'apparition des symptdmes suivants : des nausées, de la fatigue, des crampes
abdominales, un déséquilibre électrolytique, des vomissements (Anno et al.,1989); de fortes
diarrhées peuvent se manifester. Cette phase prodromale dépend du débit de dose, de la
nature du rayonnement, ainsi que de la taille du volume irradié. L’apparition des diarrhées est
un signe de mauvais pronostic, car elle indique des dommages sévéeres et est associée a des
doses fatales (Conklin and Walker,1987). Ensuite, une phase de latence qui est
asymptomatique est observée, la longueur de cette phase dépendra de la dose recue, plus la
dose est élevée plus cette phase de latence sera courte. La troisieme phase est la phase de
« maladie manifeste » (de 1 a 6 semaines apres |’exposition), qui se caractérise par
I'apparition d’abondantes diarrhées sanglantes et associées a la « dénudation » de Ia
mugqueuse intestinale et a la déficience du systeme hématopoiétique, ainsi que I'apparition
de la fievre (Anno et al.,1989). Lorsqu’il y a une suspicion d’irradiation, une numération-
formule sanguine et un électroencéphalogramme sont prescrits d’'une part et d’autre part,
une dosimétrie biologique est réalisée pour déterminer et dénombrer les aberrations
chromosomiques radio-induites afin d’évaluer la dose recue. De plus, un dosage de
procalcitonine plasmatique pourrait étre un parameétre a prendre en considération afin de

trier les personnes qui seront susceptibles de développer un choc septique (Biju et a/,2012).

Afin d’exprimer la sévérité des symptomes, des termes cliniques sont utilisés pour caractériser
la sévérité des symptoémes (Berger et al.,2006) : faible (1-2 Gy) correspondant au grade 1,
modéré (2-4 Gy) pour le grade 2, sévere (4-6 Gy) pour le grade 3, trés sévére (6-8 Gy) et |éthal

(> 8Gy) ces deux dernieres classifications correspondent au grade 4. Le tableau récapitulatif
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de l'interprétation de I'apparition des symptomes en fonction de la dose est présenté ci-

dessous durant la phase prodromale (Figure 12) :
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Figure 12 : Tableau récapitulatif des symptoémes en fonction de la dose (Gy) apres une exposition

corps entier durant la phase prodromale. Schéma réalisé a partir de I'article : Berger, M. E., Christensen, D. M.,

Lowry, P. C., Jones, O. W., & Wiley, A. L. ,(2006). Medical management of radiation injuries: current approaches.
Le classement clinique permet de résumer les dommages causés par l'irradiation chez un
individu et le diagnostic associé. Le grade 1 est associé a l'apparition de nausées, de
vomissements ainsi que de crampes abdominales, les symptémes apparaissent généralement
dans les heures ou les jours aprés I'exposition (Berger et al.,2006). Le traitement des patients
est en ambulatoire, les observations cliniques sont suffisantes, la récupération du patient est
certaine. Le grade 2 est associé a des crampes abdominales liées a la libération de médiateurs
stimulant la motilité intestinale, des vomissements, une élévation de la température ainsi que
de léger maux de téte (Berger et al., 2006). Les dommages causés a |I’épithélium intestinal sont
mineurs avec une faible mortalité des cellules souches intestinales. Ces symptémes
apparaissent entre 1 a 2 heures aprés I'exposition. La récupération est certaine cependant,
I'efficacité de la réparation tissulaire est inconnue, ainsi des effets tardifs di a l'irradiation
peuvent survenir dans le temps. Le traitement des patients se fait globalement en ambulatoire
basé sur les observations cliniques, les traitements prescrits sont des anti-inflammatoires, des

analgésiques pour lutter contre les douleurs.
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Le grade 3 contient les symptomes plus prononcés du grade 1 et 2, les diarrhées sont
sanglantes associées a des douleurs abdominales, une fiévre peut survenir (Berger et al.,
2006). Ces symptoémes surviennent moins d’une heure aprés I’exposition. La guérison peut
étre possible ou non, cependant pour les patients qui survivent, le rétablissement se fera avec
des épisodes récurrents de problémes gastriques comme des épisodes de diarrhées. Les
diarrhées survenant 20-30 jours aprés |'exposition peuvent étre causées par des agents
infectieux résultant d’une diminution de I'efficacité du systéme immunitaire liée a une activité
immunitaire intestinale réduite et a un syndrome hématopoiétique. Les patients sont
hospitalisés, une observation clinique de base ne suffit plus, des imageries comme I'IRM
pourront servir a déceler un épaississement de la paroi intestinale et la formation de fistules,
ainsi que des analyses en laboratoire doivent étre pratiqués. Un apport de fluide et
d’électrolytes doit étre pratiqué et associé a un traitement antibactérien et antifongique. Des

anti-inflammatoires et analgésiques peuvent étre prescrits.

Le grade 4 regroupe tous les symptomes des autres grades de maniére trés séveres, voir létaux
(Berger et al.,2006). Des vomissements répétitifs sont observés ce qui entraine une
déshydratation du patient, une perte de la muqueuse intestinale associée a des diarrhées
sanglantes avec une altération de la barriére intestinale qui cause une perte drastique des
fluides et électrolytes. Cette déstructuration de I'épithélium intestinal peut causer un choc
hypovolémique, une septicémie conduisant a la mort. De plus, de violents maux de téte sont
observés avec chez certains patients une perte de conscience. La guérison de ces symptoémes
est improbable. Les traitements disponibles sont des analgésiques, des anti-bactériens et anti-
fongiques, les patients doivent étre maintenus dans des conditions les plus stériles possibles.
Les patients sont hospitalisés comme dans le grade 3 une observation clinique de base ne
suffit plus, des imageries doivent étre réalisées ainsi que des analyses biologiques en

laboratoire.
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3.3. Physiopathologie du tractus gastro-intestinal

Le systéme gastro-intestinal est un systéme complexe qui permet de réaliser plusieurs
fonctions telles que I'absorption des fluides, des nutriments, des électrolytes ainsi que
I’absorption du bol alimentaire. L'intestin est un organe mobile qui se contracte pour faciliter
le transit du bol alimentaire. 99 % des fluides sont absorbés par I'intestin gréle et le cblon,
ainsi une réduction d’absorption de I'eau ou une augmentation des sécrétions peuvent créer
une diarrhée. Les rayonnements ionisants ont un effet sur I'architecture en altérant les
structures des jonctions serrées et entrainent un déséquilibre de la balance hydrominérale
provoquant des pertes massives en électrolytes et eau. Gunter-Smith et al. en 1986 ont
montré que les rayonnements ionisants impactaient le transport en électrolytes avec une
augmentation de la sécrétion en chlore aprés irradiation (Gunter-Smith et al.,1986).
Auparavant, une corrélation avait été établie chez le rat entre la dose d’irradiation et le
nombre de mastocytes présents au niveau du mésentére (Conte et al.,1956). Une libération
de neurotransmetteurs par les fibres nerveuses entériques, ainsi qu’une altération des
complexes des jonctions serrées conduisent a une perte en fluide et électrolytes (Conte et
al.,1956), (Porvaznik,1979),(Gunter-Smith et al.,1986). La dénudation de I'épithélium
intestinal favorise I'apparition de diarrhées sécrétrices (Marteau et al.,2012). Ces diarrhées
résultent de I'action de molécules inflammatoires, des toxines bactériennes ou d’une action
sur les pompes a électrolytes des entérocytes (Marteau et al.,2012). Le c6lon quant a luia la
capacité de réabsorber 'eau et les électrolytes et de les stocker avant |’évacuation, ainsi les
diarrhées ne sont pas systématiques, sauf lorsque le célon est endommagé. Une étude a
montré qu’apres irradiation chez le rat, une diminution de I'absorption en eau et électrolytes

pendant la phase prodromale était observée (Dublineau et al.,1998).

Des troubles de la motricité de l'intestin aprés irradiation ont été également observés. La
mesure de I'activité électrique de I'intestin chez le rat a montré que la motricité intestinale et
colique était altérée, avec une diminution des contractions dés 24 heures post-irradiation
(Picard et al.,2001). Ces altérations de motricité intestinale perdurent dans le temps jusqu’a 7
jours post-irradiation. De plus, I'apparition de contractions violentes et désordonnées peut
étre observée, rendant I'acheminement du bol alimentaire difficile et amplifiant ainsi les

diarrhées (Griffiths et al.,2002).
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Les fonctions digestives sont régulées par le systeme nerveux entérique qui établit ses
connexions nerveuses avec les cellules immunitaires résidentes. Il a été montré que les
fonctions digestives reposaient sur les interactions nerf entériques/mastocytes (Bienenstock
et al.,1991) ou les mastocytes jouent un role important de communication avec le nerf vague
(William et al.,1997) qui régule le péristaltisme et les sécrétions de I'intestin. Chez le rat, les
mastocytes permettaient de protéger la muqueuse intestinale des premiéres manifestations

des effets toxiques de I'irradiation (Wang et al.,2006).

A des doses n’entrainant pas le syndrome gastro-intestinal (entre 5 et 10 Gy, corps entier),
une perte des connexions neuro-immunes associée a une diminution des mastocytes
résidents dans le tissu intestinal a été observée a 24 et 48 heures chez le rat (MacNaughton
et al.;1994) (Francois et al.,1998). Ces études montrent qu’une atteinte fonctionnelle de
I'intestin est observée et ce méme si les doses ne sont pas suffisantes afin de provoquer un
syndrome gastro-intestinal, c’est I’association des atteintes fonctionnelles et structurelles de

I'intestin qui conduisent au syndrome gastro-intestinal.

Les désordres fonctionnels radio-induits sont la conséquence de plusieurs facteurs : une
diminution du nombre de cellules, une diminution du nombre de transporteurs ioniques a la
surface des cellules ou un changement de leurs propriétés et une modification des régulations
et de I’environnement des cellules. Des facteurs luminaux sont relargués, tels que des acides
biliaires et peuvent agir sur la réponse de I'épithélium intestinal comme par exemple la
motilité (Bajor et al,2010). Une malabsorption des acides biliaires associée a une
augmentation du transit dans l'intestin gréle a été montré chez des patients aprés une

exposition aux rayonnements ionisants en zone abdominale (Yeoh et al.,1993) (Figure 13).

La bile est constituée de composés organiques et inorganiques, dont les acides biliaires, le
cholestérol, et les phospholipides. Son écoulement se fait au niveau du duodénum pour que
les acides biliaires puissent y absorber les graisses alimentaires et les vitamines liposolubles
(Heubi et al.,2018). Les acides biliaires sont des sous-produits de la synthése du cholestérol
dans le foie, ayant une activité anti-microbienne (Bajor et al.,2010), ils stimulent par pression
osmotique les hépatocytes afin qu’ils sécretent du cholestérol (Monte et al.,2009). Les acides
biliaires agissent également sur la motilité intestinale, sur I'absorption de I'eau et des

électrolytes dans l'intestin (Bijvelds et al.,2005). Les pools d’acides biliaires primaires sont
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formés dans le foie puis transformés en acides biliaires secondaires par la flore bactérienne

du tube digestif.
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Figure 13 : Schéma représentant la circulation
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Les acides biliaires primaires sont issus du catabolisme du cholestérol dans le foie (acide
cholique, acide chénodesoxycholique), ils sont conjugués dans le foie avec la glycine (en
majorité) et la taurine. Dans l'iléon, les sels biliaires sont déconjugués grace aux bactéries
présentes en acide désoxycholique et en acide lithocholique, ce sont les acides biliaires
secondaires. Plus de 90 % des acides biliaires sont réabsorbés dans I'iléon et transportés vers
le foie ou ils sont reconjugués puis resécrétés, il s’agit du cycle entérohépatique des acides
biliaires (Gonzales et al.,2006), (Valla et al.,2013) (Figure 13). Les acides biliaires agissent sur
la motilité intestinale tout en inhibant I'adhésion des bactéries a la muqueuse intestinale
(Pumbwe et al.,2007). Les acides biliaires dihydroxylés sont transportés passivement tandis
qgue les acides biliaires trihydroxylés sont transportés grace a une pompe K-ATPase. Aprés
irradiation corps entier a 6 Gy chez le cochon, une diminution de ces pompes K-ATPases a été
observée dans le jejunum (Griffiths et al.,1996). La proportion des acides biliaires dihydroxylés
est augmentée en comparaison aux acides biliaires trihydroxylés (Scanff et al.,1999).

L’'augmentation du transport passif des acides biliaires dihydroxylés pourrait s’expliquer par
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le fait qu’apres irradiation dés 3 Gy le complexe de jonctions serrées est désorganisé
(Porvaznik et al.,1979). Les acides biliaires dihydroxylés sont plus hydrophobes et sont connus
pour étre les plus agressifs et déléteres pour l'intestin (Scanff et al.,1999). Ces résultats ont
été confirmés par une autre étude chez le rat qui a montré une augmentation de la conversion
des acides primaires vers des acides biliaires secondaires induisant des effets délétéres sur
I'intestin (Souidi et al.,2007). Une modification dans la composition en acides biliaires impacte
également les fonctions intestinales comme le transport d’eau et d’électrolytes induisant des
diarrhées, cette modification était observée dés 24 heures post-irradiation (Scanff et al.,
1997). De plus, les acides biliaires dihydroxylés peuvent stimuler la synthése des leucotriénes
B4 (Dias et al.,1994) et le relargage de I'histamine (Quist et al.,1991) deux molécules

impliqguées notamment dans I'inflammation post-irradiation.

Le tube digestif est un organe trés innervé, ainsi outre la présence de neurotransmetteurs
agissant sur la physiologie intestinale tels que I'acétylcholine, la dopamine, I'adrénaline ; la
neurotensine a un effet sur les cellules souches intestinales (Rock et al.,2022). En effet, il a été
montré qu’une déficience en neurotensine entrainait une diminution de la prolifération des
cryptes intestinales (Rock et al.,2022). La neurotensine est un tridecapeptide localisé dans le
cerveau et dans les cellules endocrines intestinales (les cellules N) (Reinecke et al.,1985). Elle
agit sur la sécrétion d’acides biliaires et sur la motilité intestinale (Andersson et al.,1977). Il a
été montré que 3 jours apreés irradiation en corps entier a 6 Gy chez le rat une augmentation
du nombre de cellules N ainsi que des taux plasmatiques et tissulaires de neurotensine élevés
ont été observés, induisant une modification de la contraction du célon (Linard et al.,1997).
La neurotensine agirait également sur lintestin aprés irradiation dans le transport
d’électrolytes en inhibant I'absorption du chlore. Ces modifications physiologiques de
I'intestin surviennent pour des doses en corps entier n’induisant pas un syndrome gastro-

intestinal.

L'irradiation induit la destruction de la barriére intestinale et crée des atteintes fonctionnelles
de lintestin. Ces atteintes de la muqueuse intestinale entrainent I’activation des cellules
endothéliales favorisant l'infiltration de cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les
macrophages et les lymphocytes (Buell and Harding,1989). Tres t6t apres l'irradiation, une
apoptose endothéliale est observée (Paris et al.,2001) et une infiltration de leucocytes au site

Iésionnel est visible dés 24 heures apres irradiation chez la souris avec un niveau élevé
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maintenu jusqu’a 14 jours post-irradiation (Molla et al.,2003). Le recrutement des cellules
immunitaires est associé a la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF- a, IL-1 B).
L'infiltration de leucocytes au niveau du site lésionnel est facilitée par les molécules
d’adhésions (ICAM-1, VCAM-1) et des molécules chemo-attractantes (IL-8, MCP-1, RANTES)
(Molla et al.,2003). L'augmentation radio-induite de |'expression des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, TNF-a, IL-6) a été associée a une activation de la voie NF-kB (Linard et

al.,2004).

Les monocytes et les macrophages jouent un role important a la fois dans le maintien de la
barriére intestinale et dans ’homéostasie de la muqueuse. Récemment, une étude a montré
gu’apres des irradiations localisées a 8 Gy chez la souris, un nombre important de
macrophages reste présent dans le tissu plusieurs semaines apres l'irradiation et pouvait
persister 30 semaines apres l'irradiation (Malipatlolla et al.,2019). Une augmentation du
pourcentage de monocytes pro-inflammatoires a été également observée 7 jours aprés
irradiation a 18 Gy en zone abdominale chez la souris (Bensemmane et al.,2021). Ces
infiltrations de cellules immunitaires participent a I'inflammation et a la réparation tissulaire

apreés irradiation, cependant leur persistance dans le tissu peut étre délétere.

La synthése de prostaglandines dans l'intestin gréle a aussi montré jouer un role important
dans la restauration de I'épithélium apres irradiation (Cohn et al.,1997). En effet, ils sont
d’'importants médiateurs de I'intégrité de I'épithélium du tractus gastro-intestinal. Inhiber les
cyclo-oxygénases (COX-1 et 2) synthétisant les prostaglandines pouvait impacter la survie des
cellules souches intestinales. Le nombre de cryptes régénérantes avait été directement

corrélé a la survie des animaux apres irradiation (Withers et al.,1971).

Outre la perte des cryptes intestinales aprés irradiation le processus d’ulcération de la
mugqueuse se définit comme un dommage profond de la paroi intestinale impliquant la totalité
du compartiment muqueux allant jusqu’a la musculaire. Ce processus est amplifié par
plusieurs acteurs : la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), I'activation de cellules
endothéliales, I'apoptose des myofibroblastes subépithéliaux (Sonis et al.,2000), I'agrégation
plaquettaire (Wang et al.,2002), la production de cytokines et I'activation des facteurs de
transcription tels que NF-kB. Les réactions inflammatoires générent des débris cellulaires et
tissulaires et induisent le contact entre les compartiments sous-muqueux et la lumiére

intestinale favorisant les ulcérations de la muqueuse (Sonis et al.,2004).
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3.4. Evaluation initiale et diagnostic d’exposition aux rayonnements ionisants
sur un large volume

La gestion médicale en urgence des victimes aprés une exposition accidentelle aux

rayonnements ionisants repose sur quatre criteres déterminants (Berger et al.,2006) :

v" Le nombre de victimes impliquées, en effet, lorsqu’il y a un grand nombre de victimes,
la capacité a tous les diagnostiquer et a fournir un traitement adapté peut-étre

compromis. Un triage de ces victimes est essentiel.

v' Connaitre si les victimes ont été exposées corps entier ou large volume, la dose recue
par chaque individu et si les blessures sont de type thermique ou dites
« conventionnelles ». En effet, le triage initial ainsi que le diagnostic va se concentrer
sur les blessures conventionnelles qui peuvent compromettre le pronostic vital des
victimes. Le triage initial se fait en général sur le site de I'accident par les équipes
soignantes arrivées sur place. Le diagnostic du syndrome d’irradiation aigue et
I’estimation de la sévérité va se faire apres avoir pris en charge les potentielles lésions
mettant en jeu la vie des victimes. Il existe également le cas ou les victimes ont été
exposées accidentellement aux rayonnements ionisants et dont la sévérité est
inconnue. Celles -ci doivent d’étre prises en charge rapidement pour une orientation

vers des services spécialisés des effets de l'irradiation (Figure 14).

v Le délai qui s’est écoulé depuis I’exposition aux rayonnements ionisants ; en effet, les
victimes se présentant rapidement apres avoir été irradiées (de quelques minutes a
48h) auront des symptomes différents de ceux retrouvés chez des victimes irradiées

depuis plusieurs semaines.

v' La présence de contamination a la radioactivité retrouvée sur les victimes. La
décontamination externe des victimes doit se faire rapidement, et idéalement avant
la venue a I’hdpital. L'identification des radionucléides impliqués doit étre également

connu afin de procéder a la décontamination interne.
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La nature et la sévérité des symptomes ainsi que les analyses biologiques confirment
I’exposition des victimes aux rayonnements ionisants et permettent de donner un indice sur

I’'amplitude de I'accident (Berger et al.,2006).
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Figure 14 : Schéma représentant I'organisation des soins médicaux en France. Tiré du rapport annuel de
I'autorité de sireté nucléaire 2008. Provenant du circulairer n®° 800/SGDN/PSE/PPS du 23 avril 2003 relative a la doctrine nationale
d’emploi des moyens de secours et de soins face a une action terroriste mettant en ceuvre des matiéres radioactives.

A la suite de la phase de triage, la phase de diagnostic se met en place afin de déterminer
I’étendue des dommages causés par |’exposition aux rayonnements ionisants (Figure 15). Un
consortium européen d'experts a élaboré en 1981 la publication d’un « Manual on the Acute
Radiation Syndrome » largement utilisé aujourd'hui. Ce manuel décrit le systeme METREPOL
(MEdical TREatment ProtocOLs for Radiation Accident Victims). Il se concentre sur
I'établissement d'une "catégorie de réponse" (RC pour « Response Categories ») pour chaque
patient, basé sur les parameétres hématologiques, les symptémes neurologiques, gastro-

intestinaux et cutanés et leur gravité, ainsi que sur la classification spécifique des organes,
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dans le but de guider la gestion clinique et le pronostic (Fliedner et al.,2001), (Meineke and

Fliedner,2005) (Figure 16).
Cette phase de diagnostic est composée de :

v" Lobservation afin d’avoir une vue d’ensemble de I'état de santé de la victime
(brdlures, si la victime est consciente ou pas)

v" Linterrogation sur la description de 'accident, sur le passé médical de la victime, quels
symptomes sont apparus (vomissements, diarrhée, douleurs abdominales)

v" LUinspection de la peau pour analyser les éventuelles réactions cutanées liées a
I'irradiation

v" ’examination afin de procéder a des examens de routine type électrocardiogramme,
de I'imagerie médicale ainsi que de la dosimétrie biologique

v' Les examens en laboratoire, la collecte des échantillons sanguins des victimes doit se

faire le plus t6t possible aprées irradiation afin de réaliser une numération formulation

sanguine.
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Figure 15 : Tableau récapitulatif des procédures médicales a réaliser dans le cadre d’un syndrome aigu
d’irradiation. Tiré du manuel: Compendium, manual on the acute radiation syndrome, Fliedner, T. M., Friesecke,

l., & Beyrer, K. (Eds.). (2001). Medical management of radiation accidents: manual on the acute radiation syndrome. British Inst
of Radiology.
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L’expérience clinique des professionnels de santé a la prise en charge de victime exposée a de
fortes doses d’irradiation est limitée et la prise en charge médicale doit étre coordonnée

(Meineke and Fliedner,2005).
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. component therapy) .
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Autologous usually no specific therapy general medical wards
recovery certain

Figure 16 : Tableau récapitulatif classant les patients en différentes catégories de réponse

(RC). Tiré de I'article: Meineke, V., & Fliedner, T. M. (2005). Radiation-induced multi-organ involvement and
failure: challenges for radiation accident medical management and future research. The British Journal of
Radiology, (1), 196-200.

En France, des hopitaux de références dans la gestion de crise aprés un accident d’irradiation
sont listés et organisés par zone (Rapport ASN,2008) (Figure 17)
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Figure 17 : Carte France identifiant les hopitaux de référence en cas d’accident

impliquant I'exposition de personnes aux rayonnements ionisants. Tiré du rapport de
I'autorité de sdreté nucléaire de 2008.
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Les accidents causés par les rayonnements ionisants sont rares et possedent leur propre
spécificité. lls ont des effets indirects, particulierement importants dans les accidents de
grande ampleur. La gamme des accidents est large et variée : il existe des accidents qui ne
posent pas de problemes particuliers, des accidents dont la gestion médicale est délicate et
des accidents qui mobilisent des moyens trés importants. Dans chacune de ces classes on peut
distinguer les accidents qui sont diagnostiqués d’emblée et ceux qui sont découverts

tardivement et qui auraient pu étre ignorés. Certains accidents sont gardés secrets pour des

raisons militaires ou politiques (Tableau 1).

Lieu Type accident Dose (Gy) Nombre Signes cliniques Début des
Victime signes

Vinca (Yougoslavie)  Installation militaire, 4,4 (75%y, Diarrhée Modérée 32 jours
1958 accident de criticité 25% neutron)
Mexico (Mexique) Source Co® trouvée 4 Syndrome aigue 4
1962 par une famille d’irradiation
Los Alamos (USA) Accident de criticité 27 (y) Vomissement Heures 1 (35 heures)
1958 9 (neutron)
Brescia (Italie) Installation agricole 12 1 1 (13 jours)
1975 d’irradiation de
céréales
Chernobyl Centrale 6,6-10,2 7 Diarrhée Modérée 9-10 jours 6
1986
Chernobyl Centrale 8,1-16 11 Diarrhée Sévére 4-8 jours 11
1586
Soreq (Israél) Source industrielle 11 1 Sévére dommage intestinal, 1 (36 jours)
1990 Défaillance respiratoire,
GVHD (du a la greffe de
Moelle osseuse) , infection
virale
Nesvizh Source industrielle 9-16 1 Dommage intestinal profond 1(113 jours)
(Biélorussie) Détresse respiratoire,
1991 Infection
Indiana (USA) Brachythérapie 1 Source détachée et 1 (6 jours)
1992 (Source %2 Iridium, gardée in situ
4,2mCi) Perforation et nécrose
rectale
Sarov (Russie) Centre militaire 15 1 Insuffisance cardiaque 1 (3 jours)
1997
Tokai Mura (Japon) Centrale nucléaire 9;5;1,2 3 Dommage multi-organe 2 (83 jours)
1999 Accident de criticité 1(211 jours)

Tableau 1 : Accidents d’irradiation déclarés ayant entrainés un SGI: Tiré de « Les accidents d’irradiation, 1950-
2000 legons du passé » J.-C. NENOT Radioprotection 2001 Vol. 36pages 431-450.
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3.5. Solutions thérapeutiques proposées

Le traitement aprés une exposition accidentelle a des rayonnements ionisants n’est pas
systématique si la victime a recu des doses < 1Gy (Berger et al., 2006). Aprés une exposition a
de plus fortes doses, les traitements préconisés sont des antibiotiques, des anti-émétiques et
de la réhydratation. La prise en charge thérapeutique doit étre adaptée en fonction de I'état
général de la victime et en fonction des organes touchés (Fliedner et al.,2001). La prédiction
de I’évolution clinique des victimes est complexe face a I'incertitude concernant la dose recue
et les volumes exposés. L'atteinte du systeme hématopoiétique est le premier symptéme a
apparaitre et est trés répandue aprés un accident d’irradiation. L’aplasie médullaire expose
I'individu a de sérieuses infections, des saignements ou des défauts de cicatrisation. Les
accidents d’irradiation sont rares et il y a peu d’expérience de greffe de cellules souches chez
les victimes atteintes de syndrome hématopoiétique aprés un accident d’irradiation (Berger
et al.,2006). La transplantation de moelle osseuse doit étre proposée pour les personnes
exposées de maniere uniforme pour des doses comprises entre 7 et 10 Gy (Berger et al.,2006).
Cependant, la transplantation de moelle osseuse nécessite un donneur compatible, or, la
recherche d’'un potentiel donneur est chronophage et les tentatives de stimulation de la
production de cellules aprés la greffe de moelle osseuse avec des facteurs de croissance
hématopoiétiques (G-CSF, Granulocyte Colony Stimulating Factor) augmente le risque
d’apparition de maladie du greffon contre I’'h6te (Ringdén et al.,2004). Les cellules souches du
sang périphérique peuvent étre mobilisées chez un donneur compatible en le traitant avec
des facteurs de croissance (G-CSF) avant de récupérer ces cellules hématopoiétiques. Le
procédé prend au total 4 jours seulement une fois que la greffe hématopoiétique a été réalisée
et la récupération du patient est plus rapide qu’a la suite d’une greffe de moelle osseuse
(Storek et al.,2001). Pour des irradiations a trés fortes doses, le traitement dépendra de la
sévérité des lésions aux autres organes (Resnick and Slavin,2005). Une transfusion est
également requise chez les victimes de syndrome aigu d’irradiation, en effet, les
professionnels de santé qui ont traité les victimes de Tchernobyl ont mis en avant I'importance
de la thrombocytopénie qui est un critere déterminant afin d’éviter les hémorragies (Guskova
et al.,1996). La seule classe actuelle de « médicament » autorisée par la FDA sont des dérivés

de G-CSF (Neupogen et Neulasta) généralement utilisé en oncologie afin d’accélérer la
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restauration de I’hématopoieése aprés une chimiothérapie myélo-suppressive (Singh et

al.,2016).

Concernant le tractus gastro-intestinal I'arsenal thérapeutique existant en prévention
(radioprotectant) des Iésions du systeme gastro-intestinal suite a une exposition médicale
(radiothérapie) est plus large et plus efficace que la prise en charge thérapeutique aprés un
accident exposant les victimes a de fortes doses d’irradiation en large volume ou les outils

thérapeutiques sont pratiguement inexistants.

Les thérapies en prévention des lésions dlies aux rayonnements ionisants ou apres une

exposition au niveau intestinal proposées sont de 2 types :
v Les Facteurs de croissances :

Les facteurs de croissance ont en général un effet pro-proliférant et anti-apoptotique et se
sont montrés efficaces dans la prévention ou le traitement des lésions radio-induites de la

mugqueuse digestive.

Les cellules souches de la crypte sont les plus radiosensibles et sont a la base du
renouvellement tissulaire, ainsi la premiere cible sera le compartiment de la crypte. Le KGF
(Keratinocyte Growth Factor) est produit par les fibroblastes, il stimule la prolifération de
différents types cellulaires tels que les kératinocytes (Rubin et al.,1989), les hépatocytes et au
niveau du tractus gastro-intestinal, KGF stimule la prolifération des cellules de la crypte (Khan
et al.,1997), ainsi que leur différentiation en cellules caliciformes (Housley et al.,1994). La
Repifermine et la Palifermine, deux facteurs de croissance kératinocytes recombinants
d’origine humaine (KGF) ont montré des résultats prometteurs dans la réduction de la durée
et de la sévérité de I'inflammation des muqueuses chez les patients en radiothérapie lorsque
ces molécules sont données en prévention ou apres la radiothérapie (Freytes et al.,2004),
(Spielberger et al.,2004), (Kouri et al.,2012). Il a été montré également que le KGF permettait
de stimuler la prolifération des cellules de la crypte de l'intestin (Potten et al.,2001). Un
deuxieme facteur de croissance le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2), présent dans plusieurs
tissus a montré pouvoir réguler in vitro la migration et la réplication de cellules intestinales en
culture (Dignass et al., 1994) et in vivo induit un effet sur la niche de la crypte permettant une
protection contre l'irradiation (Houchen et al.,1999). Le VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor) a montré aussi protéger des dommages intestinaux aprés des irradiations corps entier
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de 7 a 18 Gy chez la souris (Okunieff et al.,1998). De méme pour le FGF-4 (Sasaki et al.,2004)
et I'lGF-1 (Insulin Growth Factor 1) (Mylonas et al.,2000) ont une action anti apoptotique.
L'IGF-1 induit une stimulation de la prolifération et la recolonisation épithéliale chez le rat
aprés une irradiation a 10 Gy (Howarth et al.,1997). L’effet anti-apoptotique du TGFBs3 est sur
I'arrét des cellules souches intestinales dans le cycle en phase G1 (Potten et al.,1997). Ce
facteur de croissance agit également de maniére indirecte sur les cellules endothéliales afin
de les protéger de I’hypoxie (Okunieff et al.,1998) (Maj et al.,2003). Une récente étude a
montré qu’apres une exposition corps entier chez le primate non humain afin d’induire une
myelo-depression, I'injection de Sargramostim, un facteur recombinant de stimulation des
colonies de macrophages/granulocytes (GM-CSF) de 48 heures a 120 heures post-irradiation
pouvait améliorer la survie globale et améliorait les parametres hématologiques (Zhong et
al.,2021) en agissant comme un immunostimulateur. Cette derniere molécule a regu
I'approbation de la Food and Drug Administration (FDA) pour l'utilisation en tant que
contremesure médicale lors de l'apparition d’'un syndrome aigu d’irradiation (Zhong et

al.,2021).
v Les cytokines

Il a été montré chez la souris aprés une irradiation a 16 Gy corps entier, que I'utilisation
d’interleukine 11 (IL-11) recombinante humaine augmentait le nombre de cryptes survivantes
améliorant ainsi la survie globale des souris (Potten et al.,1995). L'IL-11 agirait directement
sur les entérocytes en stimulant la prolifération via les cellules Lg5* et en protégeant les
entérocytes de l'apoptose (Liu et al.,1996). L'IL-11 agirait également sur le systéme
hématopoiétique en stimulant le développement des mégacaryocytes, cellules responsables
de la production des plaquettes et en améliorant la myélo-suppression apres irradiation chez
le singe (Hao et al.,2004). La thrombopoiétine est le principal régulateur de la production des
thrombocytes, I'injection de thrombopoiétine 2 heures apreés irradiation a 9 Gy corps entier
chez la souris améliorait la survie globale des souris en favorisant la reprise hématopoiétique
(Mouthon et al.,2002). L'IL-7, une autre cytokine impliquée dans le développement et
I’'hnoméostasie des cellules B, T et Natural Killers (Chen et al.,2021) a un effet de protection des
cellules souches de la crypte, en effet, lorsque des souris déficientes en récepteurs d’IL-7 sont
irradiées, une augmentation de la radiosensibilité des cryptes est observée (Welniak et

al.,2001).
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Enfin, une combinaison de quatre cytokines (Stem cell Factor, FLT3 Ligand, Thrombopoiétine,
et IL-3) a été développée lors d’une étude du concept « Emergency Antiapoptotic Cytokine
Therapy » afin de préserver, de stimuler la restauration de I’hématopoiese apreés une

irradiation a fortes doses (Hérodin et al.,2007).

Face a la difficulté de la prise en charge médicale des victimes atteintes de syndrome aigu
d’irradiation, des nouvelles stratégies de thérapies innovantes ont émergé. Une étude a
montré que |'utilisation d’entolimod, un agoniste du TLR5 pouvait protéger et atténuer les
Iésions radio-induites, en effet le TLR5 est exprimé par les neutrophiles, ils quittent la moelle
osseuse et s’accumulent dans les tissus solides en relarguant du MMP-9 via la stimulation du
TLR5. Le MMP-9 recombinant a montré avoir un effet radio atténuateur et une stimulation de

la restauration du systéme hématopoiétique a été observé (Brackett et al.,2021).

Une derniere molécule, le Teduglutide un analogue du GLP-2 (Glucago Like Peptide 2) a
montré avoir un effet radioprotectant sur le nombre de cryptes survivantes chez la souris
pendant 14 jours suite a une irradiation de 11 a 16 Gy corps entier (Booth et al.,2004). En
effet, le GLP-2 fait partie de la famille de peptides du glucagon et est secrété par les cellules
endocrines du tractus gastro-intestinal (Drucker et al.,1997), (Xiao et al.,1999). Le GLP-2 influe
sur la prolifération des cryptes et villosités et d’'une maniére générale sur la masse intestinale
(Bjerknes et al.,2001). Le GLP-2 permettrait d’augmenter le pool de cellules au niveau du
compartiment cellules souches avant irradiation augmentant ainsi le nombre de cellules
survivantes apreés irradiation, cependant dans I'étude de Booth et al. lorsque le GLP-2 est
injecté durant 14 jours avant l'irradiation et 4 jours apreés l'irradiation, une perte de I'efficacité
thérapeutique est observée. Ainsi, le GLP-2 dans le cas d’un syndrome gastro-intestinal n’a
pas d’intérét thérapeutique seulement dans le cadre d’une radiothérapie ou l'intestin est

irradié sur un petit volume.

L'administration de nutriments comme la choléstyramine par voie entérale peut étre
proposée et a montré avoir un effet bénéfique, et pourrait agir comme « piége » des acides
biliaires ayant des effets délétéres sur une muqueuse intestinale endommagée (Chary and

Thomson,1984).

Les contre-mesures médicales qui ont été approuvées par la Food and Drug Administration

(FDA) sont au nombre de 4 et sont destinées principalement pour traiter les syndromes aigus
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d’irradiation via une atténuation de la neutropénie ou thrombocytopénie tel que Neupogen®,
Neulasta®, le pegfilgrastim des recombinants du G-CSF qui a été le premier a recevoir
I'approbation de la FDA en mars 2015 pour le traitement de la neutropénie aprés des doses
d’irradiation myélo-suppressives (Hunter et a/.,2021). Leukine®, le sargramostim, un facteur
recombinant stimulant les granulocytes et les macrophages agit comme un
immunostimulateur a regu son approbation de la FDA en mars 2018 (Hunter et al.,2021). Lors
d’un syndrome d’irradiation aigu, la neutropénie rend le risque d’infection accru, ainsi
I’'administration de leukocyte growth factors (LGFs) afin de repeupler en neutrophiles est
impératif (Hunter et al.,2021). La derniere molécule autorisée est un agoniste du récepteur a
la thrombopoiétine (TPO) qui permet de stimuler la production de plaquettes au sein de la
moelle osseuse, Nplate a recu récemment I'approbation de la FDA en 2021 (Hunter et
al.,2021). Stimuler les plaquettes apres un syndrome d’irradiation aigu évite le risque
d’hémorragies. Par conséquent, il est nécessaire de développer d’autres contre-mesures
médicales afin de traiter les lésions radio-induites sur d’autres organes notamment, le

systeme gastro-intestinal.

v Le traitement par cellules souches mésenchymateuses

L'injection de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) pourrait avoir un effet prometteur.
Elles sont présentes dans de nombreux organes comme le tissu adipeux, la moelle osseuse, le
liquide synovial, le sang circulant (Wagner et al.,2005). Les CSMs sont des cellules souches
progénitrices multipotentes capables de se différentier en différents tissus mésenchymateux
(Deans et al.,2000). Elles ont montré avoir un effet bénéfique dans de nombreuses études sur
des modeéles d’animaux lorsqu’elles sont greffées, comme par exemple chez le cochon aprées
un syndrome d’irradiation cutané, ou la greffe de cellules souches mésenchymateuses a
montré stimuler la cicatrisation des blessures (Linard et al.,2018). Une autre étude chez la
souris a montré que l'injection de cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle
osseuse permettait d’améliorer la survie des animaux, de diminuer le risque d’apparition de
la maladie de I’'h6te contre le greffon et de diminuer I'incidence du lymphome (Song et

al.,2015).
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La capacité de prolifération et la facilité d’obtention des cellules souches mésenchymateuses
en font un bon candidat afin de stimuler le repeuplement du compartiment cellules souches
intestinal aprés irradiation a fortes doses et pourrait en venir a bout du mur thérapeutique
existant pour le syndrome gastro-intestinal radio-induit. Chez ’homme, une étude a montré
lors d’un cas rapporté, des effets bénéfiques concernant les atteintes fonctionnelles de
I'intestin apres une greffe de cellules souches mésenchymateuses chez un patient leucémique
atteint de GVHD (Graft versus Host Disease) a la suite d’'une transplantation de cellules
hématopoiétiques (Le blanc et al.,2004). La radiothérapie pour un cancer dans la région
pelvienne induit des effets aigus et/ou chroniques du systéme gastro-intestinal impactant
considérablement la qualité de vie des patients (Andreyev et al.,2010). Dans cette
problématique, une étude a notamment montré qu’apres irradiation a 27 Gy chez le rat dans
la région colorectale, une injection de CSMs induit une augmentation du nombre de cryptes

et une prolifération épithéliale limitant ainsi les dommages colorectale (Sémont et al.,2013).

Ainsi, les approches thérapeutiques du syndrome gastro-intestinal semblent limitées.

Whole body dose (Gy) 1-2 24 4-6 6-8 >8
Degree of severity of ARS Mild Moderate Severe Very severe Lethal
Medical management Oup‘.'a.m:nt o_bscrvauon Hospitalization

for maximum g :
and treatment Isolation, as early as possible

of one month

G-CSF or GM-CSF
as early as possible IL-3 and GM-CSF
(or within the first week)

Antibiotics of broad spectrum activity (from the end of the latent period)
Antifungal and antiviral preparations (when necessary)

Blood components transfusion:
platelets, erythrocytes (when necessary)

Complete parenteral nutrition (first week)
Metabolism correction, detoxication (when necessary)

Plasmapheresis (second or third week)
Prophylaxis of disseminated intravascular coagulation
(second week)

HLA-identical S
allogene BMT tlz mp Ol'“'i 1‘?
(first week) erapy only

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des mesures thérapeutiques pour les syndromes aigus d’irradiation en
fonction de la dose. Tiré du manuel: Diagnosis and Treatment of radiation injuries: safety reports series n°2,1998.
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3.6. Modele animal pour I’étude des irradiations fortes doses

Apres une exposition aux rayonnements ionisants a fortes doses en corps entier, les atteintes
a la moelle osseuse induisent un syndrome hématopoiétique, le tractus gastro-intestinal se
classe juste aprés le systeme hématopoiétique, en étant I'organe le plus sensible aux
rayonnements ionisants et pouvant induire un syndrome gastro-intestinal. En réalité, si une
partie de la moelle osseuse a été préservée, les Iésions intestinales radio-induites deviennent

limitantes pour observer une survie (Mason et al.,1989).

En matiére de sécurité sanitaire le développement et I'avancement des contre-mesures
médicales radiologiques sont fondamentales afin de mettre en place une réponse efficace aux
menaces radiologiques et nucléaires. Des agences américaines telles que la « Biomedical
Advanced Research and Development authority » (BARDA), le « National Institute of Allergy
and Infectious Diseases » (NIAID), et la « National Aeronautics and Space Administration »
(NASA) ont permis la progression du développement des contre-mesures médicales afin de
traiter les lésions radio-induites et de les introduire dans la sphére publique (Hunter et
al.,2021). Cependant, en raison de la gravité des Iésions aprés une exposition a de fortes doses
d’irradiation, les cas cliniques ne peuvent étre qu’aprés un accident d’irradiation, il n’existe
pas d’essai clinique sur ’lhomme. Par conséquent, les modeles précliniques reproduisant les
manifestations cliniques des lésions radio-induites retrouvées chez I’homme, sont essentiels
a I'avancement des contre-mesures médicales. Les modeles précliniques les plus utilisés sont
les rongeurs et les primates (Hunter et al.,2021). En effet, ces modeles ont joué un role central
dans le développement et 'homologation de contre-mesures médicales cependant, aucun
n’est parfait dans la reproduction de chaque aspect des lésions radio-induites humaines et

chaque modeéle a ses limites.

Les modeéles canins sont avantageux pour leur longue durée de vie ainsi que leur similarité du
systéme immunitaire avec I’'homme et les manifestations du syndrome gastro-intestinal radio-
induit (Singh et al.,2015) (Spatola et al.,2021). Cependant, les limites observées étaient
I’anatomie et la fonction pulmonaire qui different de ’'homme (Singh et al.,2015) et le fait que
les canidés sont des animaux de compagnie ainsi, leur utilisation a été délaissée.
Actuellement, les modeles animaux les plus utilisés sont les rongeurs, en effet, les souris

partagent 95 % d’homologie génétique avec I'humain ainsi que de nombreuses similarités

60



notamment physiologiques (Singh et al.,2015), (Butterworth and Williams,2021). Cependant,
la durée de vie courte des souris rend difficile le suivi au fil du temps des effets des
rayonnements ionisants et I'établissement d’un lien avec I'apparition d’effets tardifs chez
I’'homme. De plus, la petite taille des souris induit une distribution de la dose qui sera
différente et hétérogéne par rapport a I’homme ayant un corps plus grand et une épaisseur

plus importante.

Une étude a montré la pertinence de I'utilisation de modéle de mini-porcs afin de caractériser

I’hnémorragie aprés une irradiation corps entier a fortes doses (Doyle-Eisele et al.,2021).

Deux études ont utilisé des lapins pour I'étude du syndrome aigu d’irradiation. La premiére a
utilisé des lapins de type « New Zealand White Rabbit » pour I'étude du syndrome
hématopoiétique aprés irradiation corps entier de 6,5 a 9,5 Gy (Jackson et al.,2021). Ce
modele a montré des similarités dans les complications hématologiques avec I’humain. La
deuxiéeme étude a montré des similarités entre le modele utilisant des lapins de type « New
Zealand White Rabbit » et les autres modeles déja établis dans I'étude des réponses
immunitaires et de coagulation aprés une exposition a de fortes doses de rayonnement

ionisant en corps entier (Paredes et al.,2021).

La NASA se prépare pour des futures missions d’explorations dans I’espace afin d’envoyer des
astronautes sur la lune et mars, cependant, celle-ci a besoin du développement de contre-
mesures médicales efficaces afin de protéger ou d’atténuer les effets sur la santé liés aux
irradiations cosmiques (Carnell et al.,2016). Ainsi, le développement de plusieurs modeéles
préclinigue robustes de syndrome d’irradiation aigu sera nécessaire pour la sécurité des

missions spatiales futures (Carnell et al.,2021).

L'utilisation du modele murin pour I'étude des contre-mesures médicales afin d’assurer la
radioprotection ou la mitigation du syndrome gastro-intestinal, est le modele de choix car

(Williams et al.,2010) :

v" Une grande quantité d’information sont disponibles concernant I’étude de I’atteinte &
la muqueuse intestinale et d’autres lésions apreés irradiation

v' La génétique du modeéle murin limite les variations expérimentales

v’ La gestation est courte (3 semaines)

v" Une large variété de mutants existe pour les études mécanistiques
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Aucune souche murine n’est nécessairement supérieure a une autre, cependant, il existe des
différences au niveau de leur systéme immunitaire (Th1 versus Th2) et de leur réponse aux
cytokines (Williams et al.,2010). De plus, le point limite lors de I'étude du syndrome gastro-
intestinal est la mortalité des animaux observée aprés une exposition aux rayonnements
ionisants corps entier ou partiel. Ce point limite est bien référencé et évalué en moyenne de
7 a 10 jours dépendant de la dose d’irradiation, du volume exposé, de la souche et du fond
génétique (Rotolo et al.,2009). La létalité observée au bout de 10 jours s’explique par la
combinaison des lésions radio-induites au niveau de la moelle osseuse ainsi que des
dommages radio-induits sur le systéme gastro-intestinal (Terry and Travis,1989). Les résultats
obtenus lors des expérimentations de survie peuvent varier d’'un laboratoire a un autre
(DiCarlo et al.,2021), ainsi, il existe des variables qui peuvent avoir un impact significatif sur
les recherches en radiobiologie. Les agences américaines ont demandé dans le souci d’une
harmonisation des résultats et de leur reproductibilité entre les laboratoires, un établissement
d’un classement de catégories de variables pouvant influencer les expérimentations ; ci-

dessous cing variables intéressantes sont a considérer :
v" Le modeéle d’exposition :

Une observation de 30 jours est nécessaire afin d’évaluer la mortalité due au syndrome
hématopoiétique et gastro-intestinal dans le modele murin aprés irradiation. Ce point limite
est nécessaire afin d’évaluer la radiosensibilité d’une souche et |'efficacité d’une contre-
mesure médicale dans I'amélioration de la survie globale. Pour les modéles étudiant le
syndrome gastro-intestinal, I'irradiation d’une partie de I'animal est préférable a I'irradiation
corps entier. Une partie de la moelle osseuse étant épargnée, I'observation des manifestations
du syndrome gastro-intestinal sera plus précise di a I'affranchissement de I'apparition du

syndrome hématopoiétique (Dicarlo et al.,2021).
v’ La prise en compte du cycle circadien :

Outre les procédures d’irradiations des animaux, I’'heure de la journée a laquelle les animaux
sont irradiés peut-étre un biais dans I’évaluation de la toxicité du systéme gastro-intestinal
(ljiri and Potten,1990). En effet, les réponses gastro-intestinales peuvent varier avec le temps,
toutes les cohortes de souris devraient étre irradiées a la méme heure de la journée. D’autres

variables peuvent intervenir et faire en sorte que la dose délivrée pour induire un syndrome
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gastro-intestinal change au fil du temps, ainsi il est nécessaire d’utiliser des contréles pour
chaque expérimentation (Williams et al.,2010). Chez la souris, la mortalité est plus forte
lorsque la procédure d’irradiation est réalisée la nuit (Nelson,1966) et durant les heures tres
tot dans la journée (Pizzarello et al.,1964). Les souris C57BL/6 irradiées entre 11 heures et 13
heures sont plus radio-résistantes (Plett et al.,2012). Ainsi, il est nécessaire d’irradier les souris
a un intervalle de temps donné et que cette fenétre ne bouge pas pendant toute la durée de

I'étude.

v" Les considérations environnementales :

Les modeles d’irradiations fortes doses en corps entier ou partiel induisent des Iésions sévéres
rendant les souris trés vulnérables a la modification de facteurs environnementaux. Les
températures froides peuvent amener a une phase d’hibernation qui pourraient étre
radioprotective (Cerri et al.,2016), (Tinganelli et al.,2019), a I'opposée lorsque les souris sont
irradiées I'été une plus forte mortalité peut étre observée par rapport aux autres mois

(Roderick et al,1963).
v' L’age de I'animal :

L’age a lequel I'animal est irradié peut exercer une influence sur la réponse a l'irradiation, une
différence de réponse peut étre observée entre souris d’'une méme souche (Dicarlo et
al.,2021). Des études ont montré que lorsque les souris étaient irradiées a un age situé entre
la naissance et jusqu’a 4 semaines, une radiorésistance était observée (Abrams,1951) (Lindop

and Rotblat,1959).
v" Lasouche de I'animal :

Une différence entre les souches a été observée au niveau de la radiosensibilité aux
rayonnements ionisants, en effet, la souche la plus radiosensible est la BALB/cJ, ensuite la
C57BL/6J est radiosensible de maniére modérée et la plus radiorésistante est la 129/J
(Storer,1966). Les souches les plus fréqguemment utilisées pour établir des modeles
d’irradiation corps entier ou partiel et évaluer la survie sont les BALB/c, C3H/HeN, B6D2F1 et
C57BL/6 (Williams et al.,2010). Cependant, des dérives génétiques peuvent survenir,

impactant le métabolisme, I'immunité, et a terme influencent la radiosensibilité. De nouvelles
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techniques d’ingénierie ont permis le développement de nouveaux modeles de souris dites
« génétiguement modifiées », comme les souris « knock out» ou d’autres souris
génétiquement modifiées qui ont permis de fournir de précieuses informations concernant
les mécanismes d’action d’une contre-mesure médicale aprés un accident d’irradiation

(Dicarlo et al.,2021).

Les contre-mesures médicales ayant démontrées avoir une efficacité thérapeutique dans le
modele murin devront étre testées par la suite sur un plus gros animal comme les mini-porcs
afin d’avoir des études robustes quant a l'utilisation de la contre-mesure directement chez

I'homme (Williams et al.,2010).

Partie 4 : Le systeme immunitaire Intestinal

4.1. Le maintien de la barriére intestinale

L’épithélium de l'intestin est continuellement en contact avec les antigénes provenant de
I’alimentation, les bactéries commensales et les potentiels pathogenes. Pour cela, le systeme
immunitaire intestinal doit répondre de maniere adaptée. La rupture de cette balance
pourrait provoquer des pathologies intestinales comme les pathologies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI) ou encore la colite ulcéreuse (Morbe et al.,2021). L'intestin
possede une diversité de cellules immunitaires, ainsi que plusieurs compartiments dont les
ganglions lymphatiques mésentériques (MLN), les « Gut associated lymphoid tissues » (GALT)
comprenant les plaques de Peyer et les « isolated lymphoid follicles » (ILFs). Les cellules
immunitaires de la réponse innée et adaptative sont également localisées au niveau de la
lamina propria afin de maintenir et de promouvoir I'intégrité de la barriére intestinale (Mowat

and Agace, 2014).

Une étude a montré qu’apreés irradiation, les cryptes localisées proches des plaques de Peyer
étaient plus radiorésistantes que les cryptes non associées aux plaques de Peyer. L'index
mitotique des cryptes associées aux plaques de Peyer est significativement plus haut avec un
cycle cellulaire plus lent que celui des cryptes non associées aux plaques de Peyer (Maunda
and Moore,1987). Les GALT pourraient former une niche pour les cryptes en apportant les

éléments sécrétés par les cellules immunitaires, favorisant la survie des cryptes aprés une
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irradiation a fortes doses. L'injection d’'un dérivé de la sulfonyl-piperazine, molécule
mitigatrice du systeme hématopoiétique et intestinal aprés irradiation, augmente a la fois le
nombre de plaques de Peyer associées aux cryptes et le nombre de cellule de la crypte
survivante et régénérante (Bhat et al.,2019) (Sehgal et al.,2018). Soulignant le role joué par

les GALT lors d’'un syndrome gastro-intestinal radio-induit.

4.1.1. 'homéostasie intestinale passe par Les IECs

La premiere ligne de défense dans l'intestin est I'épithélium en contact avec la lumiere
intestinale, ainsi les cellules spécialisées de I'intestin (IEC) comme les cellules caliciformes
établissent une barriére contre les pathogénes de la muqueuse en produisant respectivement
des mucines et des protéines anti-microbiennes (AMPs) (Ahluwalia et al.,2017). En effet, les
signaux microbiens sont reconnus par les IECs pour maintenir une homéostasie intestinale.
Ces cellules limitent I'acceés aux bactéries a I'épithélium (Goto and Ivanov,2013).Suivant la
localisation dans l'intestin, les couches de mucus ne sont pas les mémes, l'intestin gréle
posséde une couche fine et pénétrable afin de permettre I'absorption des nutriments tandis
qgue le cblon en contact avec un plus grand nombre de bactéries, a deux couches de mucus
dont la couche intérieure dense est dépourvue de bactéries (Hansson and Johansson,2010),
(Ermund et al.,2013). Les cellules de Paneth renforcent cette barriére intestinale en sécrétant
des AMPs comme la défensine, la cathelicidine, des phospholipases A2 ainsi que du lysozyme
(Magalhaes et al.,2007), (Bevins and Salzman,2011). Les IECs peuvent internaliser par
transcytose les antigénes bactériens (Peterson and Artis,2014) stimulant ainsi la production
d’IL-1B par les cellules M des plaques de Peyer (Pappo and Mahlman,1993). D'autres cytokines
sont sécrétées par les IECs comme l'interleukine 18 capable de stimuler les lymphocytes T et

les Innate lymphoid cells (ILCs) dans I'iléon (Munoz et al.,2015).

Les cellules épithéliales sont capables de sécréter des cytokines, des molécules agissant
comme messager pour le systeme immunitaire. En effet, une étude a montré que les cellules
de I'épithélium intestinal, aprés une augmentation de Ca%*intracellulaire, pouvaient sécréter
de I'lL-8 en réponse a une infection bactérienne (Gewirtz et al.,2000). L’épithélium sert
également de source a protéases comme la thrombine qui clive le biofilm formé par les

bactéries limitant ainsi I'adhésion de ces bactéries (Motta et al.,2019).
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4.1.2. Détection des signaux exogenes

L'initiation de la réponse immunitaire se fait par les cellules reconnaissant les « Pathogen-
associated molecular patterns » (PAMPs) grace aux récepteurs dits « Pathogen-Recognition
Receptors » (PRRs). Parmi ces PRRs, on retrouve les « Toll-like Receptors » (TLRs) présents sur
les cellules épithéliales, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T et B et
les cellules stromales ou encore les endosomes. Les TLRs via la voie d’activation de NF-kB
(Elewaut et al.,1999) permettent la production des cytokines et des chimiokines facilitant le
recrutement des cellules immunitaires (Santaolalla et al.,2012) pour I’élimination des
bactéries infiltrées (Slack et al.,2009). L’activation du TLR2, 4 et 7 par les signatures
bactériennes permet de limiter I'inflammation, en diminuant I'apoptose épithéliale via les
cyclo-oxygénases 2 (COX-2) (Ciorba et al.,2012), (Meng et al.,2016), (Abt et al.,2016). Par
ailleurs, une étude a montré que les TLRs étaient important dans le maintien des jonctions
serrées (Cario et al.,2007). Apreés irradiation, le TLR2 participait a I'augmentation du nombre
de cryptes survivantes (Ciorba et al.,2012). Cependant, une forte expression de TLR comme
les TLR4 entrainerait une augmentation de la perméabilité intestinale, favorisant
I'inflammation (Guo et al.,2013). Ainsi, 'expression de ces TLRs doit étre régulée, il a été
montré que les cytokines produites par les lymphocytes Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) pouvaient

réguler I'expression des TLRs exprimés par les cellules épithéliales (Mueller et al.,2006).

4.1.3. Les lymphocytes de la lamina propria

La lamina propria est un tissu conjonctif lache se trouvant sous I’épithélium ou la majorité des
cellules immunitaires de l'intestin se retrouve dans ce compartiment. Elle contient également
les vaisseaux, le systéme de drainage lymphatique ainsi que les réseaux nerveux (Mowat and
Agace,2014). Les lymphocytes de l'intestin se classent en deux catégories : les lymphocytes
intraépithéliaux ou infiltrant (IEL) appartenant a I'immunité adaptative et les Innate Lymphoid

Cells (ILC) appartenant a I'immunité innée (Figure 18).

Les IELs sont directement en contact avec les cellules épithéliales et sont de ce fait proches
des antigenes intestinaux (Cheroutre et al.,2011). Les IELs ont montré avoir une fonction
importante dans le maintien et la protection de la barriére intestinale (Chen et al.,2002)

(Wershil and Furuta,2008), (Cheroutre et al.,2004, 2011). Les lymphocytes de la lamina
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propria sont généralement T CD4* mais elle contient également des lymphocytes cytotoxiques
T CD8* (Carol et al.,1998), (Coombes and Maloy,2007), (Wershil and furuta,2008), (Atreya and
Neurath,2010), (Mowat and Agace,2014). Les lymphocytes T CD4* peuvent se différencier,
orientés localement par les cytokines, en lymphocyte T helper 1 (Th1), 2 (Th2), 17 (Th17). Les
lymphocytes Treg sont également présents au niveau de la lamina propria ou ils participent a

la régulation de I'inflammation (Goto and Ivanov,2013).

Les ILCs sont des lymphocytes qui ont des similarités avec les lymphocytes T CD4*, Thl, Th2 et
Th17, mais ils n’ont pas de récepteurs spécifiques aux antigénes (Spits et al.,2013). Les ILCs de
type 1 produisent des cytokines de la réponse Thl (IFN-y) ainsi que des médiateurs
cytotoxiques, les ILCs de type 2 produisent des cytokines de la réponse Th2 (IL-4, IL-13) et les
ILCs de type 3 des cytokines de la réponse Th17, IL-17 ainsi que I'IL-22 (Spits et al.,2013). Les
ILCs sont capable de sécréter rapidement des cytokines immunomodulatrices (Ahluwalia et
al.,2017). Les cytokines des ILCs sont complémentaires des autres lymphocytes. Une étude
montre qu’une injection d’IL-22 chez la souris aprés une greffe de moelle osseuse permet la
régénération épithéliale et le repeuplement des cellules souches intestinales et que lorsque
les organoides étaient de fagon inductible déplétés en cellules de Paneth, I'lL-22 parvenait a
initier la régénération épithéliale (Lindermans et al.,2015). Cette régénération passerait par la
voie STAT3 (Hou et al.,2021). De méme I'lL-22 protégerait les cellules Lgr5* du stress
génotoxique (Gronke et al.,2019). De maniere plus spécifique au syndrome gastro-intestinal,
il a été montré que I'lL-22 n’améliorait pas seulement la survie des cellules souches

intestinales, mais améliorait également leur prolifération aprés irradiation (Lindermans et

al.,2015). Types of Lymphocytes
[ Lymphocytes J
Innate lymphocytes Adaptive lymphocytes
p*™= o

)
ILCZ ILC3 ILL T cell B cell

- Innate lymphoid cells (no TCR)
ILLs - Innate-like lymphocytes (invariant TCR) Specific memory
Figure 18 : Organigramme représentant les différents types de lymphocytes. Crée avec
biorender.com.
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Il a été montré que les ILC1 étaient augmentés chez les patients atteints de maladie de Crohn
tandis que c’est les ILC2 qui étaient augmentés chez les patients atteints de colites ulcératives

(Forkel et al.,2019).

Les interactions entre les lymphocytes T helpers et les cellules souches intestinales
contribuent au maintien des fonctions des cellules Lgr5* et au remodelage épithélial (Biton et
al.,2018). De plus, il a été montré que les cellules Lgr5* étaient des cellules présentatrices
d’antigénes non conventionnelles, exprimant fortement le CMHIl (Complexe
d’histocompatibilité) lorsqu’elles sont mises en co-culture avec les lymphocytes T helper CD4*.
Et que ces cellules Lgr5* interagissaient via le CMHII, directement avec les lymphocytes T. Il a
été montré que les lymphocytes T helpers pouvaient affecter la différenciation des cellules
Lgr5* ainsi que leur prolifération (Hou et al.,2021) (Figure 19). Les lymphocytes T helper 2
produisent de I'lL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10 (Van Wijik and Cheroutre,2010) inhibent les
fonctions des phagocytes a I'inverse des Lymphocytes T helper 1 qui produisent de L'IFN- IFN-
v, de I'lL-2 et du TNF-PB. Les LTh1 induisent principalement des réponses cytotoxiques ainsi que
la stimulation des phagocytes, il a été montré que chez des patients atteints de maladie de
Crohn, une réponse dominante Thl (Romagnani,2000). Cependant, une réponse également
Th2 dominante est impliquée dans plusieurs pathologies comme la sclérose systémique par
exemple (Romagnani,2000). Ainsi une balance entre les deux réponses est nécessaire et doit

étre régulée.

Une étude a montré que la cytokine IL-10 produite notamment par les lymphocytes Th2
maintenait la niche des cellules souches intestinales (Biton et al.,2018) et qu’une inhibition de
ces lymphocytes entrainait une différenciation cellulaire aberrante, une perte des cellules
Lgr5* ainsi qu’une accumulation des cellules différenciées (Biton et al.,2018), tandis que les
lymphocytes Th17 réduisent le nombre de cellules Lgr5* (Tanoue et al.,2016), et que les
cytokines IL-13, IL-17 et INF-y produites par les lymphocytes T helpers induisaient la perte du
pool de CBC (Biton et al.,2018). Cependant, I'lL-17 peut étre également responsable du
recrutement de neutrophiles afin d’apporter une aide dans la protection de la barriere

intestinale en exprimant des ROS et de I'a-defensine (Zeng et al.,2019).

68



Auto-
renouvellement

IL-17a des cellules
— pans souches
/\ intestinales
Q / \
A
» bd |
l \
! |
L )

Cellule souche
intestinale (Lgr5*)

IFNy - N IL-13
T @

\ » [
/73 ) N
\ wﬁr‘
'@ 9
- .
Celulede Cellule Tuft

Paneth

Figure 19 : Schéma représentant les interactions entre les différents lymphocytes et les
cellules intestinale. Les lymphocytes Tregs et leur cytokine signature I'IL-10 permet de
stimuler le renouvellement des cellules Lgr5* tandis que les lymphocytes Th17 et leur
cytokine signature IL-17a induisent la diminution du renouvellement des cellules Lgr5*
et stimulent la différentiation. Les lymphocytes Thl et Th2 inhibe le renouvellement
cellulaire des cellules Lgr5*et stimulent la différentiation en cellule de Paneth et cellules
Tuft.Crée avec Biorender.com

4.1.4. Induction de I'immunotolérance par les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont considérées centrales dans les décisions liées aux réponses
immunitaires ou tolérogenes en permettant le maintien de I’homéostasie intestinale
(Coombes and Maloy,2007). Les cellules épithéliales spécialisées de I'intestin produisent des
molécules immunomodulatrices qui permettent aux cellules dendritiques de maintenir une
activité tolérogénique face aux bactéries commensales (Coombes and Maloy,2007). Les
cellules dendritiques sont divisées en deux catégories: les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) et les cellules dendritiques plasmacytoid (pDC). Dans cette thése,

seules les cellules dendritiques conventionnelles seront abordées.

Les cellules dendritiques conventionnelles sont retrouvées dans les plaques de Peyer, dans les
ganglions lymphatiques et au niveau de la lamina propria (Kelsall and Strober,1996), parmi les
cDC il y a deux groupes chez la souris : les cDC1 qui sont identifiés par CD11c*CD103*CD11b"
tandis que les cDC2 sont de phénotype CD11c*CD103*CD11b* (Becker et al.,2014), (Coombes
and Maloy,2007) (Bain et al.,2017). Il y a plus de cDC2 dans l'intestin gréle que dans le célon.
Des populations équivalentes sont rencontrées dans l'intestin humain, leur identification se
fait sur la base d’expression de la molécule CD103 et SIRPa plutét que sur la molécule CD11b

(Watchmaker et al.,2014).
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Les ¢cDC CD103* sont impliquées dans les réponses d'immunotolérance tandis que les cDC
CD11b*sont impliquées dans la régulation des réponses pro-inflammatoires en produisant de
I"lL-12, IL-23, iNOS, TNF-a et IL-1PB (Rivollier et al.,2012). Plus particulierement, les cytokines
IL-23 et IL-1B sont impliquées dans la régulation des ILCs (Kinnebrew et al.,2012), (Buela et
al.,2015). Les DC communiquent avec les ILCs afin de maintenir 'immunotolérance intestinale,
une perturbation de cette communication entrainerait une inflammation intestinale

(Sonnenberg and Artis,2015), (Buela et al.,2015).

4.2. Les macrophages dans |’"homéostasie intestinale

4.2.1. Les monocytes

Les monocytes sont continuellement produits en grand nombre dans la moelle osseuse lors
de I'hématopoiése, ils sont circulants contrairement aux macrophages. Les monocytes avec
les neutrophiles sont caractérisés comme étant '« équipe d’urgence » du systeme
immunitaire qui peuvent étre recrutés rapidement aux sites lésionnels dans la phase aigué de
I'inflammation mais également pendant la phase chronique (Guilliams et al.,2018), ils sont les
précurseurs des macrophages et des cellules dendritiques (Trzebanski and Jung,2020). Chez la
souris, deux principales populations de monocytes ont été définies: les monocytes
inflammatoires dit « classiques » qui sont CD11b*Ly6C"8"CCR2* et les monocytes patrouilleurs
dit « non classiques » qui sont CD11b*Ly6C CCR2" (Geissman and Littman,2003), (Serbina and
Pamer,2006), (Guilliams et al.,2018). Il a été conjecturé que la transition des monocytes
inflammatoires vers les monocytes non classiques se ferait dans la circulation (Sunderkoétter
et al.,2004). Chez ’homme, les monocytes sont également divisés en deux populations, mais
ne sont pas identifiés par les mémes molécules : CD14*CD16 pour les monocytes classiques
et CD14'°%CD16* pour les monocytes non classiques (Trzebanski and Jung,2020) ; Cependant,
dans l'intestin humain les monocytes présentent des similarités fonctionnelles avec ceux des
intestins murins (Na et al.,2019). L'inflammation intestinale augmente le taux de monocytes
relargués de la moelle osseuse et promeut un influx massif vers le tissu intestinal (Trottier et
al.,2012). Une étude a montré que le taux de recrutement des monocytes vers les tissus non
inflammés tels que la rate ou le foie n’était pas impacté lors d’une inflammation intestinale

(Desalegn and Pabst ,2019).
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Aprés maturation, les monocytes Ly6CMe" entrent dans la circulation sanguine grace a leur
récepteur CCR2 (Serbina and Palmer,2006). En effet, des souris déficientes en CCR2 sont plus
susceptibles de développer des infections bactériennes (Kurihara et al.,1997) et chez ces
mémes souris déficientes en CCR2, une diminution des monocytes CCR2* dans la circulation
sanguine a été observée et associée a une augmentation de la proportion des monocytes
CCR2*dans la moelle osseuse (Serbina and Palmer,2006). Le ligand du CCR2 est le CCL2 aussi
appelé « Monocyte chemoattractant protein 1 » (MCP-1), il joue un réle dans I'attraction des

monocytes et l'infiltration de ces monocytes (Huang et al.,2001) (Figure 20).

Une fois dans la circulation les monocytes Ly6C"8" pourront donner naissance aux monocytes
Ly6C, ces monocytes vont patrouiller le long de I'’endothélium pour éliminer les débris
(Chousterman et al.,2016), (Trzebanski and Jung,2020). La fonction de patrouilleur de ces
monocytes est d( aux faibles taux d’expression des molécules d’adhésion (Yang et al.,2014).
Lors d’'un dommage, les monocytes Ly6CM&" sont recrutés aux sites lésionnels afin de
promouvoir une aide a I'inflammation et a sa résolution. Ce role a été démontré chez la souris
ou les monocytes inflammatoires jouaient un role de protection des reins lors d’une
septicémie (Chousterman et al.,2016), dans l'intestin, ces monocytes pouvaient protéger le
tissu via la sécrétion de I'antagoniste du récepteur d’IL-1B (Arend et al.,1998), (Herold et

al.,2011).
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Figure 20 : Schéma illustrant le réseau monocytes/macrophage entre la circulation et le
tissu. Crée avec Biorender.com

L’étude de Chousterman et al. a montré que les monocytes patrouilleurs CD11b*Ly6C CCR2"
pouvaient exprimer un autre marqueur, le Cx3Cr1 (Chemokine C-X-3-C motif receptor 1), qui
est un récepteur du Cx3CL1 (Chemokine C-X-3-C motif ligand 1). Cette étude a montré que
lorsque les monocytes patrouilleurs CD11b*Ly6C CCR2™ exprimaient le Cx3Crl, le Cx3Crl
permettrait d’augmenter le nombre de monocytes inflammatoires CD11b*Ly6C"8"CCR2*
adhérant a l'’endothélium rénale et d’infiltrer le tissu (Chousterman et al.,2016).Ces
monocytes adhérent a I'endothélium grace au Cx3Cr1 via LAF-1/ICAM1 (Yang et al.,2014). Il a
été également montré que les interactions entre le Cx3CL1 et le Cx3Cr1 favorisaient la survie
des lymphocytes Thl et Th2 au site inflammatoire dans le poumon (Mionnet et al.,2010). En
effet, les personnes souffrant d’asthme allergique possédent une fraction de lymphocyte T
CD4* exprimant le Cx3Crl (Mionnet et al.,2010). Il a été observé que les macrophages
exprimant le Cx3crl avaient un réle dans I'immunorégulation de I'inflammation intestinale

chez la souris en produisant de I'lL-10 (Marelli et al.,2017).
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Lors d’une inflammation, les monocytes classiques CD11b*Ly6C"8"CCR2* vont étre extravasés
vers le tissu (Guilliams et al.,2018) et vont subir une différenciation locale en passant par des
phénotypes intermédiaires décrits chez la souris comme étant le « monocyte waterfall »

(Tamoutounour et al.,2012), (Bain et al.,2013).
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Figure 21 : Schéma représentant la maturation des monocytes au niveau de la lamina propria.
Crée avec biorender.com

Les monocytes qui s’infiltrent dans le tissu sont CD11b*Ly6C"8"CCR2* au stade précoce de
I'inflammation,puis vont étre CD11b*Ly6C"8"CMHII"Cx3Cr1™™ il s’agira du stade P1 puis le
monocyte va acquérir le CMHII c’est le stade P2 avant de perdre le Ly6C pour devenir Ly6C il
s’agira du stade P3 et enfin, ce monocyte/macrophage « se transformera » en macrophage
exprimant le Cx3Crl, a ce moment il s’agira d’'un macrophage mature, le phénotype entier
sera CD11b*Ly6C CMHII*Cx3Cr1* F4/80", il s’agira du stade P4 (Figure 21). Ce processus est
dépendant du CSF-1R (Joeris et al.,2017) et du TGF-B pour la différenciation terminale du
stade P3 au stade P4 (Na et al.,2019). Les monocytes inflammatoires CCR2*Ly6C* sont connus
pour se différencier en macrophages M1 « pro inflammatoires » et les monocytes non
classiques CCR2Ly6C intervenant plus tardivement dans la réponse inflammatoire se
différencient en macrophages M2 « anti-inflammatoires ».Ces macrophages contribuent a

I'angiogeneése dans les premiers stades de l'inflammation (Auffray et al.,2007), (Yang et
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al.,2014).1l a été montré que les monocytes inflammatoires se différenciaient en macrophages
de type M1 en surexprimant deux facteurs de transcription : RelB et PU.1 (Auffray et al.,2007)
tandis que les monocytes non classiques se différencieraient en macrophages de type M2 en
exprimant I'arginase et CD206. De maniere intéressante, lors d’une inflammation intestinale
les monocytes inflammatoires n"arrivent pas jusqu’au bout du processus de différenciation en
macrophages au sein de la lamina propria. Les monocytes vont s’accumuler en stade P2 de
maturation et acquérir un phénotype de cellules migratrices et présentatrices d’antigene.Ce
phénotype correspondra aux cellules dendritiques dérivées des monocytes pouvant activer
les lymphocytes T, maintenant ainsi un environnement pro-inflammatoire. De plus, en
situation d’inflammation, les monocytes inflammatoires augmentent I'expression de leur
TLR2, se rendant sensible aux produits bactériens, ce qui contribuera également au maintien

d’un environnement pro-inflammatoire (Zigmond et al.,2012).

Cependant, des études ont révélé des cascades de différenciation de monocytes inhabituelles.
En effet, il a été montré dans le tissu musculaire squelettique ou le tissu cérébrale, que des
monocytes Ly6C*CCR2* s’infiltraient dans le tissu et qu’au lieu de donner des macrophages de
type M1, ils acquéraient un phénotype ayant des caractéristiques anti-inflammatoires en sous
exprimant le Ly6C, donc en passant de Ly6C* a Ly6C pour se différencier en macrophage de
type M2 afin d’initier une réparation tissulaire (Arnold et al.,2007), (Saederup et al.,2010).
Une autre étude a montré que dans un état d’homéostasie intestinale les monocytes Ly6C*
avaient la capacité d’étre recrutés dans la lamina propria et se différencier en macrophages

Cx3Cr1*(Rivollier et al.,2012).

L’'ensemble de ces études soulignent la grande plasticité des monocytes a se différencier en
macrophages régulateurs ou en macrophages inflammatoires. Ainsi pour résumer, les deux
types de monocytes inflammatoires (Ly6C*) et non classiques (Ly6C’) peuvent en condition
inflammatoire se différencier en macrophages de type M1 ou M2 selon les signaux libérés
localement (Desalegn and Pabst,2019). Cependant, I'infiltration des monocytes non classiques
reste rare et seulement observée dans des conditions d’inflammation spécifiques (Trzebanski
and Jung,2020). Dans l'intestin, afin de rétablir 'homéostasie, les monocytes inflammatoires
infiltrent le tissu et se différencient en macrophages Cx3Cr1*F4/80*, correspondant a un

phénotype de macrophage produisant des cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10 et
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une réduction de la sécrétion d’IL-6 et de I'expression de la molécule iNOS (Na et al.,2019) et

une augmentation de la capacité de phagocytose (Bain et al.,2013,2014) (Bain et al.,2014).

4.2.2. Origines et marqueurs des macrophages

Les macrophages sont des phagocytes mononucléés qui se retrouvent dans tous les tissus.
Dans l'intestin, les macrophages résidents sont présent dans toutes les couches comme la
lamina propria, la musculeuse et la séreuse (Desalegn and Pabst,2019). Les macrophages de
la séreuse et de la musculeuse interagissent avec les neurones entériques afin de contréler la
motilité intestinale et de fournir une protection tissulaire lors d’'un dommage a l'intestin (De

Schepper et al.,2018).

Les macrophages résidents dérivent de précurseurs incluant les cellules souches
mésenchymateuses du sac embryonnaire, ainsi que du foie feetal. Ces macrophages ont la
capacité d’auto-renouvellement et persistent jusqu’a I'dge adulte indépendamment des
monocytes circulants (Hashimoto et al.,2013), (Yona et a/.,2013). En intégrant les tissus, les
macrophages vont exprimer progressivement leurs récepteurs de reconnaissance aux
pathogenes et aux cytokines et ainsi acquérir leur fonction (Mass et al.,2016). Cependant,
dans l'intestin adulte les macrophages d’origine hématopoiétique ont besoin d’'un constant
renouvellement par les monocytes Ly6C* (Bain and Mowat,2014) (Tamoutounour et al.,2012)
(Bain et al.,2013). Ce processus est possible grace au récepteur CCR2 nécessaire pour le
recrutement des monocytes Ly6C* de la moelle osseuse, contrairement aux monocytes les
macrophages ne migrent pas (Serbina and Pamer,2006), (Bain et a/.,2013), (Bain and
Mowat,2014). Ainsi les macrophages sont soit résidents soit ils proviennent de monocytes

circulants.

4.2.3. Polarisation des Macrophages

Le microenvironnement tissulaire contenant une variété de signaux peuvent impacter la
polarisation des macrophages vers un phénotype de type M1 appelé macrophage « activé
classiqguement » ou encore « pro-inflammatoire » ou vers un phénotype de type M2 appelé

macrophage « activé alternativement » ou encore « anti-inflammatoire », ces phénotypes
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peuvent étre identifiés grace a la production de facteurs spécifiques, I'expression de

marqueurs particuliers et de I’activité biologique (Mosser et al.,2008), (Murray et al.,2014).

En réponse a 'activation du TLR par des motifs bactériens type LPS ou cytokines de type IFN-
y ou du TNF-a, les macrophages naifs vont acquérir un phénotype de type M1, initié par
I’activation du TLR4 et I'augmentation de I’expression du facteur NF-kB (Mosser et al.,2008),
(Martinez et al.,2008), (Shapouri-Moghaddam et al.,2018). Une fois le phénotype M1 exprimé,
les macrophages vont produire des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-a, IL-1-B, IL-6, 1L-12, IL-23 et CCL2 (Mosser et al.,2008), (Shapouri-Moghaddam et
al.,2018), IL-12 et IL-23 étant impliqués dans la polarisation des lymphocytes en un phénotype
Th1 (Mantovani et al.,2002). En parallele il a été montré que I'augmentation de la production
d’iNOS induisait la conversion de la L-arginine en oxyde de nitrite et citrulline, qui, combinée
a la production d’especes ROS, entrainerait des dommages au tissu et une réparation
défaillante (Arora et al.,2018). En cas d’inflammation chronique, les macrophages de type M1

sont responsables de la destruction tissulaire.

Inversement, différentes cytokines telles que I'lL-4, IL-10, TGF-B et IL-13 peuvent induire la
polarisation du macrophage en type M2, cependant, ce phénotype peut -étre classé en sous-
catégories : M2a, M2b, M2c (Mantovani et al.,2004). La stimulation par IL-4 et IL-13 entraine
I’expression de la molécule CD206 par le macrophage M2a et du récepteur a I'lL-1f (IL-1R) et
la sécrétion de facteurs pro-fibrosant comme le TGF-B ou encore la fibronectine (Wynn and
Vannella,2016). Les macrophages M2b sécrétent des cytokines anti-inflammatoires comme
I'IL-10 ainsi que I'lL-6 et le TNF-a qui vont activer la réponse humorale. Les macrophages M2c
sont activés par I'lL-10 et sont appelés « macrophages de désactivation » qui vont produire de
fort taux de TGF-B (Roszer et al.,2015). Les macrophages M2 d’une maniere générale
expriment les récepteurs du Mannose, du Galactose et de I’Arginase associés a I'expression
du récepteur IL-1Ra (Dinarello et al.,2005) et sont impliqués dans les réponses Th2, dans le

remodelage tissulaire et la réparation.

Le phénotype des macrophages dépendra de leur environnement, et que lorsque les
monocytes se différencient en macrophage de type M1 celui-ci peut basculer vers un
macrophage de type M2, en effet, il a été montré que lorsque le facteur de transcription NF-
kB était inhibé, une polarisation des macrophages de type M1 vers un type M2 est observée

(Wang et al.,2014). Cependant, cette classification des phénotypes de macrophages de type
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M1 et M2 est destinée a évoluer, car la réalité n’est pas si stringente. En effet, une étude a
montré qu’un macrophage de type M1 était capable d’étre impliqué dans des fonctions de
réparation (Novak and Koh,2013). Ainsi, la réponse immunitaire via les macrophages n’est pas
seulement M1 ou M2 elle forme un équilibre régulé via les signaux tissulaires locaux (Desalegn

and Pabst,2019).

Parmiles molécules ayant un réle essentiel dans I’'environnement des macrophages, on trouve
le « transforming growth factor » (TGF-B) et le Cx3CL1. Le TGF-B induit la différenciation
terminale du macrophage dans la muqueuse intestinale (Na et al.,2019). Egalement, il a été
montré qu’un déficit d’expression de Cx3CR1 par les macrophages entrainait une diminution
d’expression d’IL-10 et de ce fait une diminution d’activation des Treg dans la lamina propria
(Hadis et al.,2011). De plus, les macrophages exprimant le Cx3CR1 ont la capacité de capturer
les antigenes solubles et luminaux grace a I'extension de dendrites transépithéliales (Kim et

al.,2011).

Les macrophages sont capables de maintenir le systéme immunitaire silencieux et préserver
une coexistence avec la flore de la muqueuse intestinale et en cas de besoin sont capables de

déclencher la réponse immunitaire (Kihl et al.,2015).

4.2.4. Macrophages et régénération tissulaire

L'un des aspects les plus intéressants des macrophages est leur implication dans la fonction
de réparation tissulaire et de régénération. Le « Colony Stimulating Factor 1 » (CSF-1) est une
molécule qui joue un rble dans la survie, la prolifération et la différenciation des macrophages
dans l'intestin. Des études ont montré que lorsque CSF-1 n’était pas exprimé, le nombre de
macrophages intestinaux diminuaient drastiquement (Ryan et al.,2001), (Dai et al.,2004). Chez
des souris déficientes en CSF-1, une étude a montré qu’il y avait une perte de macrophages
qui entrainait une dérégulation de la différenciation des entérocytes et une perte des cellules
de Paneth (Huynh et al.,2013). De méme, lorsque CSF-1 était déplété suite a l'injection
d’anticorps anti-CSF-1R, cela impactait la différenciation des cellules de Paneth.Cette absence
des cellules de Paneth a entrainé une diminution du nombre de cellules Lgr5*et impactait la

différenciation épithéliale (Sauter et al.,2014). Le caractére essentiel du CSF-1 dans le
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maintien de 'lhoméostasie intestinale a été ainsi souligné dans de nombreuses études (Sehgal

etal.,2018).

Les macrophages peuvent produire des médiateurs initiant le renouvellement épithélial
intestinal, comme la prostaglandine (PGE:), de I'« hepatocyte Growth Factor » (HGF) et les
ligands de Wnts (Ortiz-Masia et al.,2014) (Cosin-Roger et al.,2016)(Chng et al.,2016). Des
éléments suggerent un lien entre une différenciation altérée dans la lamina propria des
monocytes et une mauvaise résolution de I'inflammation, causant ainsi une augmentation de
la sécrétion de cytokine pro-inflammatoires telles que I'lL-23 et le TNF-a chez des patients
atteints de maladies inflammatoires chroniques intestinales (Bain et al.,2013) (Bernardo et

al.,2018).

Les macrophages sont capables d’influencer la perméabilité de la barriére épithéliale via la
sécrétion d’IL-6, amplifiant le risque d’invasion de pathogenes (Du Plessis et al.,2013). Ils vont
pénétrer I'épithélium intestinal en formant des structures appelées « Trans-epithelial
dendrites » (TED) facilitant la capture des antigénes au niveau luminal, il s’agirait de

macrophages exprimant la molécule Cx3Cr1 (Niess et al.,2005).

4.2.5. Les neutrophiles

Les neutrophiles faisant partie de la lignée myéloides sont des cellules indispensables a
I'immunité innée (Patel et al.,2021). Chez I'homme, dans la circulation sanguine les
neutrophiles sont la plus large population de leucocytes par litre de sang (Patel et al.,2021).
Ils sont les premiers a étre recrutés sur le site inflammatoire, facilité par I'expression de
nombreuses molécules d’adhésion sur la membrane des neutrophiles et de I'endothélium
(Kolaczkowska et al.,2013). Leur durée de vie est courte environ 24 h pour la souris et 8 h chez
I’'homme en condition non inflammatoire (Naumenko et al.,2018) ; Cependant, cette durée de
vie pouvait étre rallongée lors d’une inflammation jusqu’a 12 h chez la souris et 5 jours chez

I’'homme (Pillay et al.,2010).

Les neutrophiles possedent des granules azurophiles et des vésicules sécrétoires contenant
des cytokines, du lysozyme, des métalloproteinases, de la cathelicidine et de Ila
myeloperoxidase (Hager et al.,2010), (Cowland and Borregaard,2016). Ces granules sont
libérés au site lésionnel ou de l'infection afin d’apporter une réponse rapide face aux
pathogenes (Rosales et al.,2020). Le facteur chemoattractant (I'IL-8 ou CXCL8) guide les
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neutrophiles jusqu’au site de I'inflammation (De Oliveira et al.,2013) (Motwani et al.,2016). La
reconnaissance des pathogénes par les macrophages résidents du tissu est également en
partie responsable du recrutement des neutrophiles (Cailhier et al.,2005), méme si d’autres
cellules immunitaires résidentes dans le tissu peuvent aussi moduler leur infiltration (Kim and
Luster,2015). La génération de neutrophiles implique une série d’étape de maturation
commencant par les progéniteurs « granulocyte-macrophage progenitors » (GMPs) dans la
moelle osseuse donnant des pré-neutrophiles qui se développeront en neutrophiles
immatures puis matures et relargués dans la circulation (Evrard et al.,2018). CXCR4 est un
récepteur clé impliqué dans la rétention des neutrophiles au sein de la moelle osseuse via
I'interaction avec le CXCL12 (Eash et al.,2010). Les neutrophiles ont été caractérisés par leur
mécanisme de défense contre les pathogénes, en produisant des ROS, des peptides
microbiens et de la NETosis, qui correspond a un programme de mort cellulaire des
neutrophiles (Brinkmann et al.,2018). Ces mécanismes ne sont pas spécifiques des pathogénes
et peuvent résulter en dommages collatéraux sur le tissu, ainsi ces cellules sont

« programmées » pour mourir rapidement afin d’empécher des dommages excessifs (Patel et

al.,2021)(Figure 22).
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Figure 22: Schéma représentant les relations existantes entre les
monocytes/macrophages/neutrophiles durant I'inflammation. crée avec Biorender.com et
basé sur l'article : Soehnlein, 0., & Lindbom, L. (2010). Phagocyte partnership during the onset and
resolution of inflammation. Nature Reviews Immunology, 10(6), 427-439.
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4.3. Inflammation radio-induite

L'exposition aux rayonnements ionisants peut étre considérée comme un signal pro-
inflammatoire, la réponse du tissu intestinal a I'irradiation est immédiate et s’installe dans le
temps (Francois et al.,2013). Cette réponse inflammatoire est initiée par la production de ROS
et l'induction d’apoptose des cellules épithéliales intestinales ainsi que des cellules des
cryptes. Ce qui entraine une dégradation de la muqueuse et une activation des facteurs de
transcriptions de plusieurs cytokines pro-inflammatoires et des facteurs de croissance.
L’ensemble de ces phénomenes accélérent le recrutement des cellules immunitaires et
I'activation de celles résidentes dans le tissu. En effet, il a été montré apres irradiation chez la
souris une infiltration de lymphocytes dans la lamina propria (Polistena et al.,2008) (Ong et
al.,2010).Les cellules immunitaires vont produire de I'lL-6 et I'lL-17 afin de stimuler la
prolifération du compartiment cellule souche de lintestin (Biswas et al.,2015). Les
neutrophiles sont ceux qui sont recrutés rapidement au site lésionnel, et leur présence est
caractéristique de [linflammation aigué (Frangois et al,2013). Les monocytes pro-
inflammatoires Ly6C* vont infiltrer le tissu et activer les macrophages résidents ainsi que les
mastocytes qui vont produire des cytokines pro-inflammatoires tel que I'lL-1pB, IL-6, IL-8, le
TGF-B et le TNF-a (Soehnlein and Lindbom,2010). Simultanément |'activation des fibroblastes
entrainera la sécrétion de MMP1 et 3 (métalloprotéinases) qui vont dégrader la lame basale

épithéliale amplifiant ainsi la réponse inflammatoire radio-induite du tissu (Sonis et al.,2004).

L'activation des cellules endothéliales irradiées va initer I'expression des molécules
d’adhésion comme la E-selectine, la P-selectine, ICAM-1 et VCAM-1 (Molla et al.,2003). De
plus, l'irradiation de I'endothélium vasculaire entraine |'apoptose des cellules endothéliales
et l'acquisition d'un phénotype pro-inflammatoire, prothrombotique et antifibrinolytique
avec une sécrétion accrue de médiateurs solubles tels que les cytokines, les chimiokines et les

facteurs de croissance (Wang et al.,2007).

Il a été montré chez 17 patients, de 2 a 6 semaines apreés leur radiothérapie pour le traitement
d’un carcinome de la prostate, une invasion de macrophages et un changement des MMP-9
et 2 au niveau de la muqgueuse rectale ; ainsi I'exposition aux rayonnements ionisants entraine
une stimulation des macrophages (Hovdenak et al.,2002). De méme, chez le rat aprés une

exposition en dose unique localisée de l'intestin ou en fractionnée, une augmentation du
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nombre des macrophages et de I'expression du TGF-B est observée (Boerma et al.,2006). Chez
la souris les mémes résultats sont observés apres irradiation en dose unique a 27 Gy (Blirando
et al.,2011). Une augmentation de neutrophiles a été également observée chez des patients
atteints de défaillance multiviscérale (MOF) (Botha et al.,1995) et I'apoptose des neutrophiles

était significativement retardée ainsi que l'initiation de leur nettoyage (Biffl et al.,1999).

La réponse immunitaire innée suite a I'exposition aux rayonnements ionisants, induit des
modifications du microenvironnement, ce qui favorise la maturation des cellules dendritiques
et ainsi la présentation des antigénes aux lymphocytes T et B (Francois et al.,2013). Il a été
montré qu’aprées irradiation abdominale chez le rat, une augmentation du taux de
lymphocytes Treg a été observée avec une défaillance dans leur capacité a immunomoduler
les lymphocytes T ce qui favorise I'inflammation et compromet la réparation tissulaire (Billiard
et al.,2011). Dans une autre étude, chez le rat aprés une irradiation colorectale fractionnée,
une polarisation des lymphocytes T CD4* en Th2 est observée et ce déséquilibre en faveur des
Th2 persiste jusqu’a 6 mois post-irradiation (Grémy et al.,2008). Il a été montré que le
déséquilibre de la balance Th1/Th2 jouait un réle crucial dans le développement des maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin, avec une réponse pro Thl dans la maladie de Crohn
et une réponse pro Th2 dans la rectocolite hémorragique (Francois et al.,2013). Une
diminution de la capacité des cellules dendritiques a présenter I'antigene aux lymphocytes T
a été observée, avec des taux bas de TNF-a produits et d’IL-6 aprés un choc hémorragique

chez la souris (Kawasaki et al.,2006).
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Partie 5 : Thérapie cellulaire innovante

5.1. Définition des cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses ont été pour la premiere fois décrites en 1860 par
I’équipe de Cohnheim. Ils ont démontré qu’il existait des cellules non-hématopoiétiques,
adhérentes au plastique et ayant des caractéristiques de fibroblastes de la moelle osseuse, et
gue ces cellules étaient impliquées dans les processus de cicatrisation (Prockop et al.,2009).
En 1869 Goujon a observé chez la poule et les lapins, que leur moelle osseuse avait la capacité
de créer des ossifications lorsqu’elle était transplantée au muscle (Goujon et al.,1869). Il
faudra attendre 1970 afin que ces cellules soient caractérisées ; en effet, il a été montré que
lorsque la moelle osseuse était dépourvue d’os, elle contenait des cellules a potentiel
ostéogéenique (Tavassoli and Crosby,1968). Friedenstein et al. ont confirmé I'existence d’une
population cellulaire qui peut adhérer aux surfaces utilisées en culture cellulaire et qui ont
une capacité de différenciation In Vitro et In Vivo (Friedenstein et al.,1976) (Owen and
Friedenstein,2007). L'équipe de Caplan a montré la capacité des cellules a se différencier en
ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes (Caplan et al.,1991); ainsi, ces cellules ont été

nommée « cellules souches mésenchymateuses » (CSMs) (Figure 23).
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Figure 23 : Schéma illustrant la multipotence des cellules souches mésenchymateuses.
Crée avec Biorender.com
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Cependant, l'intérét grandissant pour les CSMs et I'augmentation du nombre d’études
utilisant les CSMs ont nécessité une clarification dans la dénomination (Horwitz et al.,2005).
Ainsi lors du workshop annuel de I'ISCT « International Society For Cellular Therapy » a été
officialisée I'utilisation du terme « cellules souches mésenchymateuses » (Dominici et
al.,2006). De plus, afin de faciliter les comparaisons des études faites sur les CSMs, I'ISCT a

proposé des criteres minimaux afin de définir ces cellules.

v’ Les cellules doivent adhérer au plastique en condition de culture (Dominici et al.,2006).

v' L'expression de marqueurs spécifiques afin d’identifier les CSMs comme CD105, CD90
CD44, CD29, CD73 et négatives pour les marqueurs CD45, CD31, CD34,CD14 ou CD11b,
CD19 (Dubey et al.,2018). Il a été largement décrit que le CD34 n’était pas présent sur
la surface des CSMs, mais il s’agit de CSMs cultivées In Vitro et non sur des CSMs
résidentes de tissu (Lin et al.,2012). Des études ont montré que le CD34 était présent
sur les cellules souches mésenchymateuses fraichement isolées du tissu adipeux et
disparaissait apres plusieurs passages en culture cellulaires (Lin et al.,2010), (Lin et
al.,2012).

v Leur capacité a se différencier en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes dans les

conditions normales de culture In Vitro (Dominici et al.,2006).

Ainsi, ces criteres établis permettent de regrouper des populations cellulaires sous une
appellation unique (Dominici et al.,2006). Cependant, ces criteres étant des criteres
minimaux, d’autres critéres existent afin de caractériser les CSMs comme leur capacité a se
différencier en différents types cellulaires de plusieurs lignées, la sécrétion de facteurs
solubles importants pour la survie cellulaire ainsi que la prolifération, leur capacité

d’'immunomodaulation et enfin leur migration au site Iésionnel (Squillaro et al.,2016).

5.2. Source et obtention des CSMs

Les CSMs sont présentes dans pratiguement tous les tissus du corps humain, cependant, elles
ont été pour la premiére fois isolée de la moelle osseuse (Caplan et al.,1991), elles sont
multipotentes et peuvent se différencier en plusieurs lignées mésenchymateuses (Berebichez-

Friedman and Montero-Olvera,2018) et régénérer |'os, le cartilage, les muscles et les cellules
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endothéliales (Wei et al.,2013). Les CSMs présentent un énorme potentiel pour le traitement

de nombreuses maladies immunologiques ou non (Squillaro et al.,2016).

Le choix du tissu d’origine des CSMs repose plus sur la facilité et la richesse des prélevements
gue sur la comparaison de I'efficacité de leur origine dans une pathologie donnée (Martinaud
et al.,2010). Actuellement, les principales sources de CSMs sont la moelle osseuse et le tissu

adipeux (Stanko et al., 2014).

La moelle osseuse permet une utilisation a visée autologue ou allogénique (Martinaud et
al.,2010). Le prélévement est basé sur le méme principe que celui du recueil des cellules
souches hématopoiétiques, les ponctions se font au niveau des crétes iliaques. Les cellules
hématopoiétiques en culture disparaissent progressivement car non adhérentes au profit des
CSMs (Martinaud et al.,2010). Les CSMs de la moelle osseuse BM-CSMs (Bone Marrow
mesenchymal stem cells) ont été utilisées dans une étude clinique visant a améliorer les
parametres diastoliques chez des patients ayant eu un infarctus du myocarde. L'injection de
BM-CSMs a été réalisée en autologue et a montré une amélioration de ces parametres,
cependant cette amélioration n’a pas excédé 5 ans (Schaefer et al.,2010). Une autre étude
clinique a été réalisée avec des patients atteints d’ostéoarthrite, des injections en autologue
de BM- CSMs d’1 million, 10 millions et 50 millions de cellules ont été réalisées, une réduction
de l'inflammation synoviale et de la dégradation du cartilage a été observée (Chahal et
al.,2019). Les BM-CSMs ont été utilisées également au niveau digestif, chez des patients
atteint de maladie de Crohn, ou il a été montré premieérement que les BM-CSMs de patients
atteints de la maladie avaient la méme capacité de prolifération, les mémes phénotypes par
rapport a des patients sains et deuxiemement, aprés injection d’1 a 2 millions de cellules en
intraveineux, une diminution des lymphocytes T CD4* a été observée au profit des
lymphocytes T régulateurs avec une diminution des cytokines pro-inflammatoires comme
TNF-a , IL1-B et IL-6 (Duijvestein et al.,2010). Les BM-CSMs ont aussi montré avoir un effet
dans la transplantation de rein, ou 7 jours apres la transplantation rénale, 'injection de BM-
CSMs a induit une diminution significative de I'activité des lymphocytes T CD8* (Perico et
al.,2011). Chez le rat apres irradiation, il a été observé suite a l'injection de BM-CSMs une
stimulation de la régénération de I'épithélium du colon et la survie des animaux a été
améliorée (Sémont et al.,2013). Lors d'un accident de radio-oncologie a I'hopital public

d'Epinal en France, des patients subissant une radiothérapie conformationnelle pour un
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cancer de la prostate ont recu un surdosage de 20 % a 25 % au rectum pour une dose totale
de plus de 75 Gy (Voswinkel et al., 2013). Une toxicité de grade Il a IV sur |'échelle 3.0 des criteres
de terminologie commune pour les événements indésirables a été rapportée. Trois patients
présentant des douleurs séveres réfractaires au traitement opioide ont recu 5 x 10, 2,6 x 10°
et 5 x 10%/kg de BM-CSMs, respectivement, par injection intraveineuse. Aprés le traitement
par BM-CSMs, deux patients ont révélé une réponse clinique pour la douleur et I'hémorragie.
Chez un patient, la douleur est réapparue apres 6 mois et a de nouveau répondu de maniére
substantielle lors d'une seconde perfusion de BM-CSMs. Chez un patient, un processus de
fistulisation a pu étre arrété. Dans ce cas, une rémission stable a été observée pendant plus
de 3 ans de suivi. Aprées les injections de BM-CSMs, une diminution des lymphocytes T

CD4*CD127*CD25" et une augmentation des lymphocytes T CD4*CD25* ont été observées.

L'utilisation de BM-CSMs en allogénique peut induire des réponses immunitaires qui
conduiraient au rejet de la greffe, en effet, il a été montré dans un modeéle de transplantation
en pré-clinique chez le rat, que les BM-CSMs accentuaient I'inflammation et les dommages
rénaux conduisant a son rejet (Seifert et al.,2012). Chez ’'homme lors d’un essai clinique, les
BM-CSMs injectées en allogénique ont été combinées a une faible dose de tacrolimus, un
immunosuppresseur afin de prévenir un éventuel rejet de greffe, aucun rejet sur les 6 patients
n’a été enregistré aprés la transplantation jusqu’a 2 ans post-injection (Peng et al.,2013), (Pan
et al.,2016). Cependant, I'isolement des BM-CSMs est une technique invasive avec un risque
d’infection (Naji et al.,2019), malgré le fait que cette source de CSMs soit la plus documentée

et utilisée en clinique et en pré-clinique (Yin et al.,2019).

Le tissu adipeux est un tissu abondant en CSMs, facile d’accés et n’entraine aucun risque pour
le donneur (Martinaud et al.,2010). La graisse est récupérée sous forme de tissu semi-solide
lors de lipo-aspiration, de résection (technique de Coleman) ou de plasties abdominales
(Dubey et al.,2018). Le tissu graisseux subit une dissociation enzymatique et/ou mécanique,
les ASCs pour « Adipose-derived stem cells » sont mises en culture. Le vacuum ou I'aspiration
a la seringue sont les techniques les plus utilisées pour récolter le tissu adipeux, cependant, la
taille de la canule et le type de seringue utilisé peuvent affecter le rendement, la taille et la
viabilité des cellules (Ozsoy et al.,2006). Afin de normaliser les préparations de digestion du

tissu des appareils ont été commercialisés (Oberbauer et al.,2015).
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Les caractéristiques des ASCs sont similaires aux BM-CSMs (Choudhery et al.,2014).
Cependant, le rendement d’obtention des CSMs issues du tissu adipeux est influencé par
différents facteurs, comme I’age, la localisation du tissu adipeux, la technique de récupération
et I'espéce (lyyanki et al.,2015), (Kornicka et al.,2015). Une étude comparative entre le tissu
adipeux des hanches, de 'abdomen et le tissu adipeux prélevé au niveau de la joue (boules de
Bichat) chez des donneurs males et femelles a montré que les CSMs issues des boules de
Bichat avaient les taux les plus élevés de prolifération, une source prometteuse de CSMs pour
la régénération du tissu osseux (Rezai Rad et al.,2017). Aucune variation significative de la
viabilité et du rendement d’obtention des CSMs n’ont été observés entre le tissu adipeux des
hanches, de 'abdomen ou encore de la cuisse (Oedayrajsingh-Varma et al.,2006). Une autre
étude comparative a montré que le tissu adipeux superficiel est une meilleure source de ASCs
(Di Taranto et al.,2015). Deux études ont montré que I’adge diminue la capacité de rendement

et de différenciation des cellules souches (Girolamo et al.,2009), (Alt et al.,2012).

Les CSMs issues du tissu adipeux peuvent sécréter différentes cytokines ainsi que des facteurs
de croissance aux propriétés anti-inflammatoires et anti-apoptotiques comme I'HGF et le
VEGF (Berebichez-Fridman and Montero-Olvera,2018). Le tissu adipeux est une excellente
source de CSMs en allogénique, car ces CSMs n’expriment pas le complexe majeur
d’histocompatibilité de type Il (CMH-II) minimisant le risque de rejet (Cagliani et al.,2017). Une
étude cliniqgue a montré que l'utilisation de CSMs issues du tissu adipeux pour la régénération
du myocarde entrainait I'amélioration des fonctions cardiaques et une diminution du tissu
cicatriciel (Houtgraaf et al.,2012). Dans un modele de déficience de cellules souches limbiques
de la cornée chez le rat, les CSMs issues du tissu adipeux améliorent la cicatrisation et
induisent une immunomodulation et de maniere intéressante, cette étude a également
montré que lorsque le milieu de culture des CSMs issues du tissu adipeux est modifié celui-ci
peut avoir un impact sur la capacité de sécrétion des CSMs en potentialisant notamment Ia

sécrétion de cytokines (Nieto-Nicolau et al.,2021).

Récemment, une étude a montré la faisabilité du stockage des cellules souches
mésenchymateuses issues du tissu adipeux, ce qui permettrait de faciliter les futures

applications cliniques (Semenova et al.,2021).

Les CSMs sont présentes dans les tissus extra-foetaux comme dans la gelée de Wharton

entourant les vaisseaux du cordon, dans le liquide amniotique ainsi que dans les couches du
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placenta, I'amnios et le chorion (Martinaud et al.,2010). Les CSMs issues de la gelée de
Wharton (WJ-MSCs pour « Wharton Jelly Mesenchymal stem cells ») ont montré une grande
capacité proliférative (Alves Da Silva et al.,2015). Le rendement d’obtention des CSMs suivant
les compartiments est également différent avec un rendement supérieur pour la gelée de
Wharton et le cordon ombilical par rapport au sang de cordon (Hass et al.,2011), (Nagamura-
Inoue et al.,2014). Les CSMs issues du cordon ombilical exprimaient plus de marqueurs de
pluripotence que les CSMs adultes (Jin et al.,2013). Chez la souris, aprés une irradiation corps
entier de 4 a 10,5 Gy des injections intraveineuses de CSMs issues de la gelée de Wharton
(entre 0,25 a 1,5 millions de cellules) une protection du syndrome gastro-intestinal radio-
induit et du syndrome hématopoiétique a été montrée, méme lorsque les WJ-CSMs étaient
injectées 24 h post-irradiation et associées a la Tetracycline induisant une accélération de la
régénération du tissu hématopoiétique (Bandekar et al.,2020). Un Knockdown de G-CSF et
d’IL-6 chez les WJ-CSMs a induit une perte d’efficacité de ces cellules chez la souris irradiée
corps entier a fortes doses d’irradiation démontrant le réle radioprotecteur de ces cytokines
issues des WJ-CSMs (Bandekar et al.,2020). Dans un modeéle d’irradiation cutanée a 40 Gy chez
le rat, des CSMs déposées grace a un hydrogel au niveau de la plaie tous les deux jours pendant
8 semaines ont induit une protection et une cicatrisation. Cette régénération semblait étre
dépendante de facteurs sécrétés par les CSMs qui stimulaient I'angiogenése et la division des
cellules endothéliales (Sun et al.,2019). Deux essais cliniques sont en cours de recrutement de
patients, afin d’utiliser des WJ-CSMs chez des patients atteint de COVID-19 (Bandekar et
al.,2021).

5.3. Propriétés biologiques des CSMs

5.3.1 La capacité d’'immunomodulation

Plusieurs études ont montré le potentiel immunomodulateur des CSMs sur les lymphocytes T,
les cellules dendritiques, et les lymphocytes B (Cagliani et al.,2017). Une étude a montré chez
la souris dans un modele d’arthrite rhumatoide, que l'injection de CSMs issues du tissu
adipeux induisait la suppression de la différenciation des Th1, ainsi que la production de
lymphocytes Treg ayant la capacité de supprimer les réponses des lymphocytes T auto-réactifs
(Gonzalez et al.,2009). Il a également été montré dans un modeéle de souris diabétiques une
protection des souris du diabéete par la production d’IL-10 qui stimule les lymphocytes FoxP3*

87



Treg protégeant ainsi les souris de la destruction auto-immune des ilots de Langerhans (Madec
et al.,2009). Il a été conclu que les CSMs avaient la capacité de supprimer la réponse auto-
immune via les Th1 (Duffy et al.,2011). En présence de BM-CSMs injectées en allogénique, une
diminution du nombre d’éosinophiles infiltrants ainsi qu’une réduction de la production d’IL-
4 et d’IL-13 associées a une augmentation des lymphocytes Treg ont été observées dans un
modele murin d’inflammation des voies respiratoires (Kavanagh and Mahon,2011). De
maniére intéressante, une étude a révélé dans un modele murin d’inflammation hépatique,
que I'lL-17 potentialisait I'effet immunosuppressif des CSMs sur la prolifération des
lymphocytes T via I’expression d’iNOS par les CSMs (Han et al.,2014). Précédemment il avait
été montré que les CSMs en sécrétant de « I’hepatocyte Growth Factor » (HGF) ainsi que de
I'IL-10 et du TGF-B inhibaient la prolifération des lymphocytes T in vitro (Ryan et al.,2007), la
neutralisation par des anticorps anti-TGF-B et anti-HGF restaurait la prolifération des
lymphocytes T (Di Nicola et al.,2002). D’autres études ont également montré que I'lFN-y seul
ou en combinaison avec le TNF-a stimulaient I’expression de cyclooxygénases (COX-2), d'IDO
et la sécrétion du PGE2 par les CSMs permettant de moduler |’activité immunosuppressive

(Krampera et al.,2006), (Ryan et al.,2007), (Delarosa et al.,2009).

Les CSMs peuvent agir également sur d’autres cellules immunitaires que les lymphocytes T. In
vitro les BM-CSMs sont capables de réduire significativement la différenciation des monocytes
en cellules dendritiques en diminuant I'expression du CD80, CD83 et HLA DR et dés que les
CSMs sont retirées de la co-culture, les monocytes se différencient en cellules dendritiques,
ceci démontrant que l'inhibition observée s’effectue via un contact cellule-cellule ou via la
production de facteurs solubles (Nauta et al.,2006). De méme in vitro les CSMs augmentent la
production d’IL-10 par les cellules dendritiques matures stimulées par le LPS et diminuent la
sécrétion du facteur de nécrose tumorale (TNF-a), induisant un phénotype plus anti-

inflammatoire ou tolérant (Aggarwal and Pittenger,2005) (Figure 24).
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Figure 24 : Schéma illustrant les capacités d'immunomodulation des CSMs. Tiré et
modifié de I'article: Li, N., & Hua, J. (2017). Interactions between mesenchymal stem cells and the
immune system. Cellular and Molecular Life Sciences, 74, 2345-2360.

Le potentiel de régénération des CSMs passe également par leur sécrétome (cytokines,
chimiokines, facteurs inflammatoires, facteurs de croissance, exosomes et microvésicules)
(Wechsler et al.,2021). Ainsi au vu de ces caractéristiques, I'ISCT (International Society for
Cellular Therapy) en 2019 a mis a jour la définition des CSMs pour que celle-ci soit complétée
par I'origine tissulaire des cellules, ce qui met en évidence les propriétés spécifiques des CSMs
aux tissus démontrés par des essais fonctionnels pour préciser le mode d’action thérapeutique
comme l'immunomodulation des cellules immunitaires ou encore la stimulation de

I’angiogenese (Viswanathan et al.,2019).

5.3.2. La capacité de « homing »

Le mécanisme de « homing » réside dans la capacité des CSMs a atteindre le tissu |ésé en
réponse a une combinaison de signaux moléculaires émis par le site Iésionnel (Squillaro et
al.,2016). Cependant, le mécanisme par lequel les CSMs migrent vers le site |ésionnel est
encore mal connu. En 2003, chez le rat dans un modele de traumatisme cranien, il avait été
montré que les CSMs migraient au niveau des sites Iésionnels dans le cerveau et restaient
localisées a proximité de la région endommagée (Mahmood et al.,2003). De méme dans un
modele de sténose de la carotide chez le rat, la capacité des CSMs a migrer au site lésionnel
et a rester localisées au niveau des carotides sténosées avait été observée (Forte et al.,2008).

Non seulement les CSMs migrent, mais elles s’inteégrent au tissu. Chez I'enfant atteint de
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maladie héréditaire dite « ostéogénese imparfaite » rendant les os extrémement fragiles par
le manque de collagéne de type 1, aprés la transplantation de moelle osseuse, la migration
des CSMs au niveau des sites osseux, |'intégration au tissu osseux et la différenciation des
CSMs en ostéoblastes fonctionnels capable de contribuer a la formation de collagéne ont été

observés (Horwitz et al.,2002).

Le « homing » des CSMs implique de nombreuses molécules de signalisation comme des
métalloprotéinases, des chimiokines ou encore des molécules d’adhésion (Wang et al.,2013).
Parmi ces molécules la principale est le « Stromal-derived Factor 1 » (SDF-1) qui est le ligand
de CXCR4. L'axe CXCR4-SDF-1 associé aux MMPs (métalloprotéinases) serait impliqué dans le
recrutement des CSMs au site Iésionnel (Wynn et al.,2004), (Son et al.,2006). Chez la souris
NOD/SCID apres irradiation la neutralisation du CXCR4 présent sur les CSMs a entrainé une
réduction de leur migration et leur intégration au niveau de la moelle osseuse (Shi et al.,2007).
De méme, I'HGF/c-Met a la capacité d’induire la migration des CSMs mais pas leur
prolifération (Neuss et al.,2004). D’autres molécules ont été décrites comme intervenant dans

la migration des CSMs comme le CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5 et CXCR6 (Sohni et al.,2013).

Afin d’atteindre le tissu 1ésé, les CSMs adhérent aux cellules endothéliales et traversent cette
barriere via le mécanisme de transmigration (Schmidt et al.,2006) impliquant les molécules
d’adhésion VLA-4/VCAM-1 ainsi que la P-selectine (Ruster et al.,2006). De plus, les molécules
aidant au « homing » des CSMs peuvent étre surexprimées par les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-1-B (Ren et al.,2010). Suggérant que lI'inflammation
pourrait avoir un impact sur la capacité des CSMs a s’intégrer et sur leur efficacité

thérapeutique (Wei et al.,2013).

5.3.3. La capacité de différenciation

Les CSMs sont multipotentes et peuvent se différencier in vitro et in vivo en différents tissus
mésenchymateux comme le cartilage, les muscles, le tissu adipeux, les tendons et la moelle
osseuse (Squillaro et al.,2016) (Figure 25). Les CSMs peuvent se différencier en flots de
Langherans et produire de I'insuline (Chen et al.,2004) et en hépatocytes (Fatima et al.,2021)
ou donner naissance aux kératinocytes et d’autres cellules de la peau favorisant la cicatrisation
(Sasaki et al.,2008). Dans un modele d’ischémie et de reperfusion de reins chez la souris les

90



CSMs se différencient en cellules appartenant a I’épithélium des tubulures rénaux contribuant

au maintien de l'intégrité du tissu et de sa régénération (Li et al.,2010).

Cependant, la plupart des CSMs se retrouvent piégées au niveau de la micro-vascularisation
du poumon (Lee et al.,2009), (Squillaro et al.,2016), suggérant que l'injection localement de

CSMs serait une méthode d’administration avantageuse pour leur potentiel de différenciation
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Figure 25 : Schéma illustrant les capacités de différentiation des CSMs
sur différents organes et tissus. Crée avec Biorender.Com

5.4. La « stromale Vascular Fraction »

La SVF est une population cellulaire hétérogéne extraite du tissu adipeux. Depuis plusieurs
années, elle est classée comme un médicament de thérapie innovante (MTI) et évaluée dans
de multiples essais cliniques pour sa capacité de régénération. La SVF est composée de
fibroblastes, de cellules souches mésenchymateuses, de cellules endothéliales, des
progéniteurs cellulaires ainsi que des cellules immunitaires et des globules rouges

(Ramakrishnan et al.,2018) (Figure 26).

91



Retrait
des

j ~ adipocytes
>

Stromal Vascular
Fraction

Transplantation

autologue
Mac[o_ghages \
oy e
«’ TV LIS
T8 Péricytes [
p W (
= Cellules souches
Neutrophiles Lymphocytes B Fibroblastes mésenchymateuses
Lymphocytes
CD4/CD8

Figure 26 : Schéma illustrant la composition cellulaire de la SVF. Crée avec Biorender.com basé sur
I'article : Al-kharboosh, R., Perera, J. J., Bechtle, A., Bu, G., & Quinones-Hinojosa, A. (2022). Emerging point-of-
care autologous cellular therapy using adipose- derived stromal vascular fraction for neurodegenerative
diseases. Clinical and Translational Medicine, 12(12), e1093.

Les CSMs présentes dans la SVF ont été appelées cellules souches/stromales dérivées du tissu
adipeux (ASC), cellules souches adultes dérivées du tissu adipeux, cellules stromales adultes
dérivées du tissu adipeux, cellules stromales dérivées du tissu adipeux, ASC ou cellules
souches mésenchymateuses adipeuses, ce qui a prété a confusion. La Fédération
internationale pour la thérapeutique et la science du tissu adipeux (IFATS) est parvenue a un
consensus et a adopté le terme "cellules souches dérivées du tissu adipeux " (ASCs) pour
identifier la population de cellules isolées, adhérentes au plastique, multipotentes et de type
CSM. De plus, dans une déclaration commune avec la Société internationale de thérapie
cellulaire (ISCT), I'lFATS a également établi des critéres et des lignes directrices minimales pour
I'identification des ASC dérivées de Ila SVF. Les ASCs peuvent étre identifiées
phénotypiquement comme CD45°CD235a'CD31°CD34*. Les ASCs cultivées peuvent étre
identifiées, de la méme maniére que les CSMs, comme des cellules adhérentes au plastique
CD13*CD73*CD90*CD105*CD31°CD45CD235a", avec un potentiel de différenciation sur trois
lignées. Sur le plan phénotypique, cependant, les ASCs different des CSMs dérivées de la

moelle osseuse par leur positivité pour le CD36 et leur négativité pour le CD106. Il est

intéressant de noter que I'expression du CD34 est présente dans la majorité des cellules de la
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SVF (jusqu'a 80 %), et que deux jours apres culture, plus de 95 % des ASCs adhérentes

expriment le CD34.

Cependant, la proportion exacte des cellules composant la SVF reste encore a déterminer, en
effet, il y a un manque de consensus entre les préparations (Ramakrishnan et al.,2018). Chez
I’'homme, cette composition varie en fonction du site de prélevement du tissu adipeux, des
moyens de préléevements (type de canules), de la technique de digestion (mécanique et/ou
enzymatique), du tissu et du donneur (Cousin et al.,2006). Chez 'lhomme, 2h apres la
récupération du tissu adipeux et la digestion enzymatique a la collagénase, la SVF est
constituée de 66 % de cellules souches, 5,8 % de progéniteurs cellulaires, 17,8 % de
monocytes, 4,2 % de lymphocytes T CD4*, le reste des cellules CD45* représente 8,8 %. Cette
étude a permis d’établir que contrairement aux cellules souches mésenchymateuses, le
stockage de la SVF affecte la viabilité des cellules CD45* modifiant leur proportion cellulaire
(Svalgaard et al.,2020). Une étude chez ’homme a montré que la SVF était composée de 23 %
de monocytes/macrophages et 13 % de cellules CD45" |le reste étant constitué de cellules
CD45" (CSMs et progéniteurs cellulaires) (Tiryaki et al.,2020). Cependant, il a été mis en
évidence chez I'homme et la souris que la composition en macrophages pouvait varier en
fonction de la masse graisseuse. En effet, il a été montré que les adipocytes étaient
responsables du recrutement de macrophages circulants, en sécrétant du « monocyte
chemotactic protein » (MCP-1), du « macrophage migration inhibition factor » (MIF-1) et
du « macrophage stimulating factor » (M-CSF) qui permettent de stimuler la différenciation
des monocytes en macrophages matures (Schaffler and Scholmerich,2010), (Ouchi et
al.,2011). Ainsi en 2021, afin de contribuer a une meilleure harmonisation et normalisation
des pratiques dans le domaine de la thérapie utilisant la SVF, une analyse rétrospective a été
effectuée sur 364 lots de SVF de qualité « grade clinique » par deux établissements de thérapie
cellulaire autorisés au niveau national : la Fondation suisse pour les cellules souches (FSCS) et
le service de thérapie cellulaire de I'h6pital universitaire de Marseille (AP-HM) en France
(Francois et al., 2021). Les résultats montrent des variations dans la proportion de cellules
endothéliales (de 32 % a 6 %). Aucune différence n'a été observée dans la distribution des
cellules souches (35 %). Enfin, les leucocytes varient entre 30 % et 45 % et les péricytes entre
4 % et 12 %. De cette étude, quatre parametres essentiels ont été identifiés pour établir les

critéres d'acceptation a savoir la viabilité (> 80%), la quantité de cellules obtenues (> 1,50x10°
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cellules viables/ml de liposuccion) et la composition cellulaire de la SVF avec la proposition

pour les cellules souches > 20 % et les leucocytes < 50 % (Francois et al.,2021).

Chez la souris, une variabilité a été également observée, mais les proportions semblent étre
identiques a ’'homme avec 22 % de cellules myéloides et parmi les cellules CD11b* 80 % sont
des macrophages (Morris et al.,2015). Ainsi, ces études soulignent le caractére hétérogene de
la SVF et la nécessité d’avoir un ensemble de marqueur défini pour la caractériser et pouvoir

comparer les études entre elles (Ramakrishnan et al.,2018).

5.5. Les effets thérapeutiques de la SVF

Les premieres études ont montré que la SVF avait une efficacité thérapeutique
notamment dans la néovascularisation. Chez la souris, in vivo la SVF stimule la formation d’un
réseau vasculaire (Koh et al.,2011) et de maniére intéressante lorsque les cellules
endothéliales de la SVF sont déplétées, la capacité de la SVF a former ce réseau vasculaire est
diminuée (Koh et al.,2011). La SVF a montré avoir des capacités d'immunomodulation, en effet
dans un modéle de sclérose multiple chez la souris, une injection de SVF induit une diminution
des lymphocytes Thl et Th17 dans la rate associée a une augmentation du taux de cytokines
anti-inflammatoires de type IL-10 (Bowles et al.,2017). Dans cette étude, les résultats obtenus
avec la SVF ont montré une efficacité supérieure aux résultats avec les CSMs issues du tissu
adipeux. Outre I'immunomodaulation, la SVF stimule la régénération, comme il a été montré
dans un modele de souris diabétiques ou la SVF stimule la cicatrisation des blessures dites
« blessures réfractaires » grace a l'induction de I'angiogenése (Bi et al.,2019). Dans un modele
de fibrose du foie chez la souris, apres l'injection de SVF en intraveineux, une augmentation
de la sécrétion d’HGF ainsi que d’IL-10 et du VEGF-A et une diminution du taux d’IL-6 et d’IL-
1B ont été observées par rapport aux souris traitées aux CSMs issues du tissu adipeux ; la SVF
a stimulé la régénération du foie et de maniére intéressante les cellules de la SVF se sont

intégrées au tissu (Choi et al.,2019).

Dans le versant clinique actuellement de nombreux essais cliniques utilisant la SVF sont en
cours aussi bien pour 'alopécie, I'osteoarthrite, le diabéte de type 2, la maladie pulmonaire

obstructive chronique et la sclérodermie.
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Un essai clinique est en cours pour son efficacité thérapeutique notamment dans la maladie
de Crohn de type fistulisant. Des micro-injections de SVF aux alentours des fistules ont induit
une cicatrisation totale des fistules sans effet secondaire (Philandrianos et al.,2018), (Serrero
et al.,2019). Le suivi a révélé que 60 % des patients étaient en rémission apres 1 an et 3 ans
apres l'injection 70 % des patients étaient toujours en rémission ; aucun effet secondaire n’a
été déclaré, ainsi les effets de la SVF ont été conservés dans le temps (Guillo et al.,2022). Une
autre étude a montré dans le cadre du psoriasis, chez un patient réfractaire aux traitements
conventionnels, que l'injection intraveineuse de SVF a induit une diminution des symptémes
et une amélioration de la qualité de vie dés 1 mois post-injection avec une diminution nette
des plaques sur le corps (le score de sévérité de 50,4 avant l'injection et de 0,3 apreés injection
a 1 mois) et cet effet a perduré jusqu’a 12 mois post-injection ; aucun effet secondaire n’a été

répertorié (Comella et al.,2018) (Figure 27).
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Figure 27 : Schéma illustrant des exemples d’applications de la SVF en clinique. Crée avec
Biorender.com basé sur I'article : Dykstra, J. A., Facile, T., Patrick, R. J., Francis, K. R., Milanovich, S., Weimer, J.
M., & Kota, D. J. (2017). Concise review: fat and furious: harnessing the full potential of adipose-derived stromal
vascular fraction. Stem cells translational medicine, 6(4), 1096-1108.

L'utilisation de la SVF dans le modeéle de syndrome gastro-intestinal radio-induit est
pertinente. La mortalité du SGI est située entre 7 et 10 jours, ainsi I'utilisation des CSMs
comme contre-mesure médicale ne peut pas étre appliquée du fait de I'expansion préalable

des CSMs en laboratoire avant I'injection. La SVF présente le grand avantage d’étre récupérée
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rapidement, le temps total de préparation étant estimé a 45 minutes (Comella et al.,2018)
permettant de s’affranchir de la mise en culture. La SVF montre des effets prometteurs sur la
régénération, 'immunomodulation ou encore la néovascularisation dans diverses pathologies
et semble étre un bon candidat pour I'utilisation dans le SGI. De plus dans des pathologies du
tractus gastro-intestinal, I'utilisation de CSMs a montré son efficacité (Cao et al.,2020) laissant

présager que la SVF pourrait avoir la méme capacité thérapeutique.
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Problématique & Objectifs

L’exposition aux rayonnements ionisants suite a un accident d’irradiation ou un acte de
malveillance peut concerner a la fois des personnes militaires et civiles. Cette exposition peut
engendrer des conséquences graves sur la santé des personnes exposées et impacter
potentiellement un grand nombre de victimes. L’irradiation d’un large volume a des doses
d’irradiation moyennes a fortes induit des lésions tissulaires multiples. La rapidité d’apparition
des symptomes dépend de la vitesse de renouvellement des cellules constituant les tissus
|ésés mais aussi de la radiosensibilité des cellules souches et progénitrices. Chez 'homme, les
doses supérieures a environ 6 Gy sur un large volume induisent principalement une
destruction de la moelle osseuse (syndrome hématopoiétique) et des lésions gastro-
intestinales, entrainant diarrhée, déshydratation, septicémie, hémorragie intestinale avec une
mortalité dans les 10 a 15 jours suivant I'exposition. Ces symptdmes gastro-intestinaux sont
collectivement connus sous le nom de syndrome gastro-intestinal radio-induit (SGI). La
rapidité d’intervention pour traiter les personnes irradiées est primordiale, il existe a la fois
un besoin crucial de contre-mesure médicale efficace et rapide. En dépit des effets
prometteurs des cellules souches mésenchymateuses dans plusieurs modeles, dans le cadre
du SGI les CSMs ne peuvent pas étre utilisées. En effet, le temps de culture nécessaire a leur
amplification est de plusieurs semaines. Le tissu adipeux issu de liposuccion est une source
riche en progéniteurs cellulaires, de cellules myéloides, de cellules stromales facile d’acces et
rapide a obtenir. A partir de ce tissu adipeux, la fraction stromale vasculaire (SVF) est isolée
par dissociation enzymatique, pouvant étre préparée en extemporané dans un bloc opératoire
dans le cadre de la prise en charge de victimes de SGI. Cette rapidité d’obtention et cette

facilité a isoler la SVF, en fait un outil thérapeutique pertinent pour le traitement du SGI.

L'objectif de ce travail de thése, est d’évaluer les effets de la SVF dans un modéle murin de
syndrome gastro-intestinal radio induit. Le modele préclinique le plus utilisée est celui de
Iirradiation corporelle totale pour des doses >10 Gy. Cependant, afin de s’affranchir du
syndrome hématopoiétique, lirradiation sera réalisée sur un modéle d’irradiation
abdominale, conservant ainsi une partie de la moelle osseuse. Ce type de modele se rapproche
plus des accidents d’irradiation recensés, I'exposition étant hétérogene sur I'ensemble du

corps cela permet de conserver une partie de moelle osseuse. Une caractérisation du modele
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d’irradiation abdominale sera réalisée par une gamme de doses, les effets liés a I'irradiation a
fortes doses pourront étre également établis. Ensuite, le premier axe de cette these sera
d’évaluer les effets d’atténuation du SGI par la SVF dans notre modeéle et d’identifier les
compartiments cibles de la SVF In Vivo. Le deuxieme axe portera sur l'influence des
monocytes/macrophages dans I'efficacité thérapeutique In Vivo de la SVF, ainsi que le
phénotypage des monocytes impliqués dans la réponse immunitaire. D’autres cellules
immunitaires seront étudiées, comme les neutrophiles, les cellules dendritiques et les
lymphocytes. Le troisieme axe s’intéressera a la stimulation du compartiment cellules souches
par la SVF de maniére plus précise In Vitro grace a un modele d’organoides issu de cryptes

d’intestins irradiés. Et In Vivo, en évaluant 'effet du traitement sur la régénération épithéliale.
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Résultats
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Axe 1 : La SVF atténue le syndrome gastro-intestinal radio-induit

Cet article a été publié le 29 mai 2021 dans la revue scientifique Stem Cell Research and
Therapy.

Article 1: The stromal Vascular Fraction mitigates radiation-induced gastrointestinal
syndrome in mice

Objectifs :

L'objectif de cette étude était de développer une stratégie thérapeutique innovante afin de
traiter le SGI dans le cadre d’une irradiation accidentelle. Cette premiere étude s’est
intéressée aux effets de la Stromal Vascular Fraction (SVF) dans un modéle d’irradiation forte
dose en zone abdominale chez la souris. Le premier objectif était la caractérisation du modele
précliniqgue du syndrome gastro-intestinal radio-induit avec la détermination de la dose la plus
pertinente a délivrer pour obtenir un SGI basé a la fois sur des parametres cliniques et sur la
viabilité. Le deuxiéme objectif était de caractériser le produit de thérapie cellulaire a la fois
sur la quantité et le phénotype des cellules obtenues dans la préparation et d’évaluer I'effet
de la SVF sur le SGI. Une étude mécanistique de I'efficacité in Vivo de la SVF a été menée afin

d’identifier les compartiments cibles intestinaux de I’efficacité de la SVF.
Résultats :

Un SGI est caractérisé par une forte et rapide perte de poids et la mort entre 7 et 10 jours.
L'irradiation en zone abdominale chez des souris a 16, 18, 20 et 22 Gy est létale chez 0, 70, 75
et 100% des souris en 14 jours. La dose qui induit un SGI a été établie sur la base du nombre
de cryptes régénératrices formant des microcolonies a 3,5 jours aprées l'irradiation. Il s'agit
d'un marqueur de l'intégrité intestinale objectivé par la présence de 10% de cryptes par
section intestinale avec au moins 8-10 cellules par cryptes et qui est corrélé avec la survie.
Ainsi sur la base des résultats obtenus sur la survie et de I'analyse histologique, la dose de 18

Gy était la dose sublétale induisant un SGI.

La SVF a été isolée par dissociation mécanique et enzymatique a partir du tissu adipeux
prélevé en zone inguinale chez la souris. La caractérisation cellulaire de la SVF montre la
présence de cellules souches mésenchymateuses, de cellules hématopoiétiques, de cellules

endothéliales et de progéniteurs. Plusieurs concentrations de cellules ont été testées sur la

100



survie et le traitement par la SVF a 2,5 x 10° cellules s’est révélé limiter la perte de poids et la
mortalité avec 80% de survie des souris traitées contre 35% des souris irradiées et non

traitées.

Au niveau intestinal, il a été mis en évidence une diminution significative du pourcentage de
cellules en apoptose chez les souris traitées a la SVF 7 jours post-irradiation. Cette diminution
de I'apoptose était associée a un maintien de l'intégrité de la barriére intestinale aprés le
traitement. L’analyse immunohistologique montre une augmentation des zones de
régénération épithéliale et de prolifération du compartiment cellule souche de la crypte
induite par la SVF. La restauration du compartiment épithélial est associée a un effet anti-
inflammatoire. Le traitement par la SVF induit une diminution du taux d’expression des
cytokines pro inflammatoires IL-1B et IL-6. La SVF limite le processus inflammatoire en
modifiant (la rate est la source des principaux sous-types de monocytes générateurs de
macrophages) le phénotype des monocytes en monocytes exprimant le Cx3Crl et des

macrophages en macrophages de type M2.
Conclusion :

La SVF permet d’atténuer les effets liés a I'irradiation a forte dose sur un large volume chez la
souris. Cet effet thérapeutique induirait une immunomodulation des cellules immunitaires et

une stimulation du compartiment cellule souche permettant une augmentation de la survie.
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Abstract

Background: The intestine is particularly sensitive to moderate-high radiation dose and the
development of gastrointestinal syndrome (GIS) leads to the rapid loss of intestinal mucosal
integrity, resulting in bacterial infiltration, sepsis that comprise patient survival. There is an
urgent need for effective and rapid therapeutic countermeasures. The stromal vascular
fraction (SVF) derived from adipose tissue is an easily accessible source of cells with
angiogenic, anti-inflammatory and regenerative properties. We studied the therapeutic

impact of SVF and its action on the intestinal stem cell compartment.

Methods: Mice exposed to the abdominal radiation (18 Gy) received a single intravenous
injection of stromal vascular fraction (SVF) (2.5*10° cells), obtained by enzymatic digestion of
inguinal fat tissue, on the day of irradiation. Mortality was evaluated as well as intestinal

regeneration by histological analyses and absorption function.

Results: The SVF treatment limited the weight loss of the mice and inhibited the intestinal
permeability and mortality after abdominal irradiation. Histological analyses showed that SVF
treatment stimulated the regeneration of the epithelium by promoting numerous enlarged
hyperproliferative zones. SVF restored CD24*/lysozyme™ and Paneth cell populations in the ISC
compartment with the presence of Paneth Ki67* cells. SVF has an anti-inflammatory effect by
repressing pro-inflammatory cytokines, increasing M2 macrophages in the ileum and anti-

inflammatory monocyte subtypes CD11b*Ly6c*“CX3CR1"8" in the spleen.

Conclusions: Through the pleiotropic effects that contribute to limiting radiation-induced

lethality, SVF opens up attractive prospects for the treatment of emergency GIS.

Key words: Stromal Vascular Fraction, intestine, irradiation, regeneration
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Background

Accidental or intentional exposure to high doses of ionizing radiation can have serious health
consequences for the exposed persons and can potentially affect many people at the same
time. Irradiation of large volumes at medium to high radiation doses has serious effects on
normal, fast-renewing tissues and all these effects are grouped together under the acute
radiation syndrome (ARS). The speed at which the first symptoms appear depends on the rate
of renewal of the cells making up the damaged tissue, but also on the radiosensitivity of the
stem cells. The gastrointestinal (Gl) tract is particularly sensitive to irradiation and lethality
resulting from Gl tract failure, which is the primary endpoint of ARS. A dose greater than 10 Gy
in TBI (Total Body Irradiation) leads to diarrheoa, dehydration, sepsis and intestinal

haemorrhage with mortality within 7-10 days after exposure.

Normal homeostasis of the intestinal epithelium is maintained by a complex cell replacement
process. This renewal is initiated by intestinal stem cells (ISCs), notably the Lgr5* cells located
at the base of the crypts (1). These stem cells divide, migrate and become Lgr5 progenitors or
transit-amplifying progenitor (TA) cells committed to differentiation. Differentiated TA cells
generate villi composed of intestinal epithelial cells (IECs). Lgr5* cells are flanked on both sides
by secretory Paneth cells. In addition to their antimicrobial role, these cells have played an
essential niche role in supporting Lgr5* cells, both through cell-cell contact and by secreting

the factors necessary to maintain the gut stem cell niche (2).

Radiation-induced gastrointestinal syndrome (GIS) is due in part to the destruction of
intestinal stem cells (ISCs) in the crypt (3), which are radiosensitive. The crypt becomes “non-
viable” and dies out within 48 hours. However, one or more surviving ISCs can rapidly
proliferate to regenerate the crypt within 72-96 hours. Therefore, the repopulation of
clonogenic proliferating progenitor cells by the ISCs plays a key role in the fate of the crypt. A
damaged intestinal epithelium promotes the influx of bacteria into the bloodstream leading
to sepsis and death (4). Considering the logistical barrier and urgency delay within the first 24
hours after exposure for treatment of the victim, in large casualty settings there is a concrete
need for therapeutic measures that can be effective even if started days after the accidental
radiation exposure. Currently, there are very few drugs known to mitigate the effects of

radiation. In part of an artificial analogue of flagellin, which has improved gut stem cell survival
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after whole body irradiation in mice (5) and in a non-human primate (6), it may have mitigating
pharmacological treatment potential, but there is no medical countermeasure for
gastrointestinal treatment in humans. Studies have shown that cell therapies restore the niche
of intestinal stem cells after irradiation (7), and that MSC (Mesenchymal Stem Cell)
administration can improve survival, restore intestinal structure and function, and increase
epithelial cell proliferation (8-11). However, the culture time required to amplify enough cells

remains an obstacle to their use in emergency treatment of gastrointestinal syndrome (GIS).

It has been recently demonstrated that adipose tissue can be an important source of cell
progenitors, easily accessible and extremely rapid. Adipose tissue-derived stem cells (ASC)
share many properties with bone marrow mesenchymal stem cells. They have the potential
to differentiate into multiple cell lineages, and have angiogenic, anti-apoptotic,
immunomodulatory and regenerative properties (12). ASCs have self-renewal properties and
are localised in the stromal vascular fraction (SVF) obtained from enzymatically digested
adipose tissue. SVF constitutes a vascular niche with an important source of endothelial
progenitors, endothelial cells, and pericytes, thus contributing to vessel remodeling and
growth (13). In addition, SVF contains various immune cells, including monocytes and
macrophages that perform anti-inflammatory functions (14). The mechanisms through which
SVF regenerates tissue remain inconclusive, but the literature suggests a contribution by
paracrine effects, with crosstalk between SVF components and the host leading to repair and
healing (12). Currently, the therapeutic use of SVF is expanding in some clinical trials of

multiple pathologies (12), particularly for refractory Crohn’s fistula (15).

In this study, we evaluated the therapeutic efficacy of SVF in a GIS model and examined the
impact of SVF on the niche compartment of intestinal stem cells and the impact on the

inflammatory process.

Methods
Mice

Male C57BL/6JRj mice were purchased from Janvier (Le Genest Saint Isle, France) and the
animals were housed in the IRSN animal facilities, which are accredited by the French Ministry
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of Agriculture for performing experiments on rodents. The animal experiments were
performed in compliance with French and European regulations on the protection of animals
used for scientific purposes (EC Directive 2010/63/EU and French Decree 2013-118). All
experiments were approved by the Ethics Committee #81 and authorised by the French
Ministry of Research (under the reference APAFIS#10434-2017062814437026-v1). In this
study, experimental protocol was in line with standard support treatment recommended for
patient presenting an acute radiation syndrome (16). Thus, the antibiotic Avemix (8g/L) will

be associated with all treatments and during the experimentation.
Irradiation procedure

Eight-week-old C57BL/6JRj mice were irradiated under anesthesia (with a continuous flow
1.5% isoflurane in oxygen) on a medical linear accelerator (Elekta synergy®) delivering 4MVp
X-rays (mean photon energy about 1.3 MeV). Reference dosimetry measurements were
performed using a 0.125 cc cylindrical ionisation chamber calibrated in dose to water in a
mouse equivalent tissue phantom placed on a plexiglass support. A dose rate about 2.5
Gy/min in dose to water was used. A localised 2 cm larger abdominal irradiation window
containing intestine was chosen to limit upper thorax, head and neck, lower and upper
extremity exposure. The mice were exposed to 16, 18, 20, and 22 Gy. The dose of 18 Gy was
further selected as the sublethal optimal irradiation dose for SVF related effects. The

uncertainty of the dose rate measurement was about 5% at k=2.
Isolation of SVF

Stromal vascular fraction (SVF) cells were isolated from inguinal fat pad adipose tissue samples
of 12-week-old C57BL/6JRj mice donors. From the modified methods (17) the fat pads were
excised, finely cut and incubated in a digestion medium containing 0.1% type | collagenase
(Sigma-Aldrich, France), 1% penicillin-streptomycin in MEM-a milieu by gentle shaking for 20
min at 37°C. The samples were briefly mechanically disrupted using the gentleMACS
Dissociator (Miltenyi Biotec) and then digested again in MEM-a 0.1% type | collagenase
medium followed by mechanical disruption using the gentleMACS Dissociator. To remove
mature adipocytes and undigested tissue, the cell suspension was filtered sequentially

through 100 and 70 um cell strainers and centrifuged (400g, 10 min) to spin down stromal-
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vascular fraction cell pellets. The pellets were resuspended in phosphate-buffered saline (PBS)

for i.v. injection.
Histology

Microcolony stem cell assay: Freshly isolated ileal tissue was excised, flushed with cold
phosphate-buffered saline and fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. At
day 3.5 ileal sections were stained using Hematoxylin, Eosin and Safran (HES). The sublethal
dose was determined by the number of regenerating crypts along the ileum with the presence
of 10% of the crypts by unit of length of intestine containing at least 8-10 cells at day 3.5 after

irradiation (18).

Immunohistochemical analysis: Sections 5 um in thickness were de-paraffinised and re-
hydrated. A pretreatment method using heat-induced epitope retrieval was used and the
nonspecific binding was blocked with a protein blocker (DakoCytomation, Trappe, France) for
30 min at room temperature (RT). The sections were then incubated with the following
primary antibodies against: Ki67 (ab15580; Abcam), EpCam (clone G8.8; Biolegend), a-SMA
(ab21027; Abcam), CD34 (RAM34, eBioscience), GP38 (MA615113; Thermo Fisher), CD24
(ab64064; Abcam), Lysozyme (ab108508; Abcam), Muc2 (Thermo Fisher) and ZO-1

(Invitrogen) antibodies.

The co-labelling with antibodies from the same species was performed using Opal™ Multiplex
IHC kits (Akoya). After incubation with the primary antibodies, the slides were washed in PBS-
T three times and probed with appropriated fluorescence-conjugated secondary antibodies
for one hour at room temperature. After three washings in PBS, the cell nuclei were

counterstained by Vectashield mounting medium with DAPI (Vector).

TUNEL Assay: A TUNEL assay was performed using an In Situ Cell Death Detection Kit (Roche
Diagnostics, France) following the manufacturer’s instructions. Intestinal tissue sections were
incubated with a reaction mixture of terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) and
fluorescein (FITC)-labeled precursor in cacodylate-based buffer for 1 h at 37 °C, then rinsed
three times with 0.05% Tween-20 in PBS, and mounted under Vectashield mounting medium
with DAPI (Vector). The apoptotic rate in the crypts and villis cells was quantified by counting

the number of apoptotic cells per unit area of section.
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Intestinal permeability in vivo

In vivo intestinal permeability measurement was assessed at seven days following irradiation,
using 4000 Da FITC-dextran (Sigma-Aldrich, France). In short, FITC-dextran (0.60 mg/g body
weight) was administrated by gavage and 4 hours after the mice were euthanised and plasma
obtained by cardiac puncture. Standard curves were obtained by diluting the FITC-dextran in
the PBS-diluted plasma to determine the serum levels of FITC-dextran in the different
treatment groups. The FITC concentration in the plasma was then measured with a microplate
Luminometer (Mithras LB940, Berthold) at an excitation wavelength of 485 nm and an

emission wavelength of 520 nm.
Splenic cell isolation

To isolate the splenic cells, the spleen was smashed with a syringe plunger and the cells were
collected in PBS buffer followed by passage through 40 um cell strainers and centrifuged
(400xg, 10 min). The red blood cells were lysed with ACK lysis buffer (Thermo Fisher Scientific,

France).
Flow cytometric analysis

Flow cytometry was performed using the BD FACSCanto Il and analysed with FlowJo software
(Tree Star, Ashland, OR). Dead cells were excluded through Fixable Viability Dye eFluor
staining (eBioscience). Non-specific antibody binding was blocked with an anti-CD16/32
(Mouse Fcy block clone 2.4G2). The cells were incubated for 30 min in 100 pl PBS with
conjugated antibodies (BD Biosciences,France): anti CD45 (V500 conjugated; clone 30-F11);
CD11b (BV421 conjugated; clone M1/70); anti CD3 (FITC conjugated; clone 145-2C11); anti
CD45R/B220 (PE-Cy7 conjugated; clone RA3-6B2); anti Ly6C (FITC conjugated; clone AL-21);
anti CD31 (PE conjugated; clone MEC13.3); anti CD34 (Alexa Fluor 647 conjugated; clone
RAM34); anti CD146 (FITC conjugated; clone ME-9F1); anti CD29 (PE conjugated; clone HM
B1.1); anti Sca-1 (PE-Cy7 conjugated; clone D7); anti CD44 (PE-Cy5.5 conjugated; clone IM7);
anti CD105 (Alexa Fluor 647 conjugated; clone MJ7/18); anti SSEA (BV421 conjugated; clone
MC631); anti CX3CR1 from Biolegend (France) (PE-Cy7 conjugated; clone SAO011F11); anti
CCR2 (Alexa Fluor 647 conjugated; clone SA203G11); CD90 from southern Biotech (FITC

conjugated; clone SA203G11). Isotype-matched antibodies (BD Biosciences) were used for
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control staining. All antibodies were used at 1:100 dilution. The concentration of cell

suspensions was adjusted to 1x10° cells per 100 pl.
Spreading Assay and immunostaining

Spleen Mononuclear cells MNCs isolated from all the experimental groups were resuspended
in RPMI 1640 medium containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin and seeded on
round 12 mm diameter coverslips in a 24-well plate coated with 5ug/ml recombinant mouse
VCAM-1 (R&D Systems) for 2 hours at 37°C. After two washes with PBS, the cells were fixed
with 4% paraformaldehyde for 10 minutes at +4°C. The cells were rinsed three times with PBS
and then incubated in PBS/0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for 10 minutes. After three rinses
with PBS and incubation with 2% BSA to block nonspecific staining, the cells were stained with
0.165 uM Alexa Fluor 546 Phalloidin (Thermo Fisher Scientific, France) for 60 min at 37°C. The
primary antibody anti-CX3CR1 (Abcam) was used for immunostaining. After the incubation
slides were washed with PBS-T and probed with fluorescence-conjugated secondary
antibodies for one hour at RT. The cell nuclei were counterstained by Vectashield mounting
medium with DAPI (Vector). Cells with flat morphology or lamellipodia were positively scored

for spreading.

Monocyte/macrophage polarisation

The spleen cells were washed three times and cultured in a 12-well tissue culture in RPMI-
1640 supplemented with 10% FBS and antibiotics (Penicillin/Streptomycin, Invitrogen) and
100 ng/mL of M-CSF (R&D Systems, France) at 37°C in a humidified atmosphere containing 5%
CO, for 7 days to induce full macrophage differentiation and maturation. Macrophage
polarisation was obtained by removing the culture medium and culturing cells for an
additional 24 h in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS and antibiotics and 100 ng/mL LPS
(derived from E. coli 0111: B4, Invivogen) plus 20 ng/mL IFN-y (for M1 polarisation, M(LPS-
IFN-y)) or 20 ng/mL IL-4 (for M2 polarisation, M(IL-4)) (R&D Systems). The cells were harvested

for RT-gPCR analysis.
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Real-time PCR analysis

Total RNA was extracted from the ileum and spleen cells with the RNeasy Mini kit (Qiagen),
and cDNA was prepared with the SuperScript RT Reagent Kit (Applied Biosystems). Real-time
PCR was performed on an ABI Prism 7900 Sequence Detection System. All Tagman primers
and probes came from Life Technologies (France) (Supplemental table). The data were
analysed using the 2722t method, with normalisation to the Ct of the GAPDH (glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase) housekeeping gene.
Statistics

The data are expressed as the mean + SEM. We used one-way or two-way analyses of variance
(ANOVA) and then a Bonferroni post-test to determine the significance of the differences. P

values less than 0.05 were considered statistically significant.
Results
Characteristics of radiation-induced GIS after abdominal irradiation

In order to limit bone marrow exposure, abdominal irradiation was performed (19). The
current standard endpoint for the study of acute GIS is animal lethality within 10 days of
radiation exposure (LD50/10) (LD: lethal dose for 50% at 10 days). In this way, to define the
sublethal dose, we administered an increasing dose up to 16 to 22 Gy to obtain a GIS
characterised by a strong and rapid weight loss and death between 7 and 10 days. Exposure
to 16, 18, 20 and 22 Gy was lethal in 0, 70, 75 and 100% of the mice within 14 days with a
DLO/10, DL65/10, DL75/10 and DL100/10, respectively (Fig.1a). Lethality was strongly
correlated with weight loss, with about a 30% loss observed 7 days after irradiation in groups
of animals irradiated at 18 and 20 Gy (Fig.1b). The dose that induces a GIS was established on
the basis of the number of regenerating crypts forming microcolonies 3.5 days after
irradiation. It is a marker of intestinal integrity objectified by the presence of 10% of crypts
per intestinal section with at least 8-10 cells per crypts and is correlated with survival. This
time corresponds to the maximum expected difference between restoration and loss of
crypts/villi. At day 3.5, histological analysis (HES) showed a change in tissue architecture
observed from the 18 Gy dose with drastic reductions in villi length, hypoplasia of crypts, and
destruction of epithelial architecture (Fig.1c). The analysis of the density of regenerating
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intestinal crypts was 66, 17, 8 and 1% at doses of 16, 18, 20, 22 Gy, respectively, compared
with non-irradiated mice (Fig.1d). In parallel, representative images of TUNEL-positive cells
characterising the irreversible cell death showed an increase in the frequency of TUNEL
positive cells in the mucosa with an escalating dose from 16 to 22 Gy compared with non-
irradiated mice (Fig.1le). Taken together, from the results of survival experiments and the

histological analysis, a dose of 18 Gy was the sublethal dose inducing a GIS.
SVF improves survival following a sublethal dose of irradiation and mitigates GIS

SVF was prepared from animal donors and characterised by flow cytometry. The gating
strategy and subpopulation determination are shown in supplemental figure (S1). The viability
of cells was >95%. Expression of mesenchymal, vascular, pericytic and haematopoietic
markers as well their combinations showed that the percentage of mesenchymal marker was
>60% for CD90, CD44, CD29; >50% for Sca-1; >10% for CD105 and 0.3% for SSEA3. The SVF
also contained haematopoietic cells with >60% CD45*CD3*, 2% CD45*CD11b* and >20%
CD45*CD11b" B220*. Interestingly, SVF also contained a small amount (<1%) of endothelial
mature cell (CD31*CD34'CD146*) and endothelial progenitor (CD31*CD34*CD146").

Weight loss monitoring was first used to establish the concentration of SVF cells to be injected.
At a concentration of 0.5*108, SVF cells had no effect on weight loss on day 7 (about 25%)
compared with the irradiated group. Seven days after irradiation, a loss of only 10% was
observed in the groups of animals injected with 1 and 2.5*10° (Fig.2a). The SVF concentration
of 2.5*%10° cells will be injected in future experiments. Treatment with SVF of 2.5*10° cells
limits weight loss and allows them to regain weight faster than the irradiated mice (Fig.2b). In
terms of mortality, while 65% of the untreated-irradiated mice died within 10 days, the SVF

treatment saved 80% of mice from lethality (Fig.2c).

High irradiation doses induce apoptosis of the crypt epithelial cells, resulting in a decrease in
regenerating crypt colonies at 3.5 days and ultimately villi denudation by day 7 post-
irradiation. The number of regenerative crypts microcolonies 3.5 days after irradiation was
significantly increased in mice treated with SVF (44.5+5.3/um; p<0.001) compared with the
irradiated mice (17.5%+2.2/um) (Fig.2d), indicating an intestinal regenerative response.
Moreover, mice treated with SVF had a significant decrease in the number of Tunel* cells (5-

fold; p<0.001), especially near the position of the crypt cells 7 days after irradiation,
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compared with irradiated mice; the number and the localisation (far away from the crypt cells)

of Tunel* cells were similar to the non-irradiated mice (Fig.2e).

Disruption of the intestine structural integrity alters its barrier function, making it permeable
to luminal content. Dextran is unable to cross the intestinal epithelium when it is intact (20).
Intestinal permeability was quantified 7 days after irradiation with FITC-labelled dextran in the
blood 4 hours after gavage. Abdominal irradiation significantly increased intestinal
permeability (17.5+2.6ug/ml versus 1.4+0.1ug/ml for the control; p<0.001). Treatment with
SVF restores the impermeability (3.2+1.5 pg/ml) compared to the non-irradiated mice (Fig.2f).
The permeability was characterised by tight junction loss. Indeed, immunostaining of the
tight-junction protein zonula occludens-1 (Z0-1) showed that ZO-1 in the control group was
expressed in the cytomembrane of epithelial cells along the villi. Seven days post-irradiation,
the expression of ZO-1 was considerably reduced when SVF treatment restored its expression
(Fig.2g). These results indicate that SVF treatment induced a functional restoration of

intestinal epithelial integrity.
SVF increases intestinal regeneration

The maintenance of the epithelial barrier is also mediated by epithelial cell adhesion
molecules such as EpCam, which also plays a role in cell proliferation, migration and
differentiation (21). In non-irradiated mice, EpCam expression is observed at the crypts and
villi and localised on the plasma membrane. Seven days after irradiation, a decrease in EpCam
expression was observed as well as a disturbance in its localisation, with a mislocalisation in
cytoplasm (Fig.3a). SVF treatment is associated with a recovery of EpCam expression both in

the stem cell compartment and on the surface of the mucosa.

Decreased EpCam expression may also impact stem cell proliferation/differentiation (21). In
the control group, Ki-67 immunostaining showed that the majority of proliferating cells were
located in the transient amplification cell compartment and did not reside in the base of the
crypt. Irradiation leads to a decrease in the number of Ki-67* cells in the ISC compartment.
SVF treatment results in a significant increase in the number of Ki-67-positive cells in the ISC
compartment, the transient amplification cell compartment and the extending regenerative

epithelium, resulting in an enlarged and expanded hyperproliferative cluster area (Fig.3b).
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Mesenchymal-derived factors are essential for maintaining intestinal epithelial stem cell
homeostasis. In particular, the double-positive stromal cells Gp38*CD34* in the pericryptal
localisation implicated in the production of niche factors are localised near the crypts in close
contact with Lgr5* stem cells (22). The double immunostaining Gp38/CD34 showed that
irradiation negatively impacts these stromal niches 7 days after irradiation and that the

treatment by SVF enables them to be restored (Fig.3c).
SVF stimulates the restoration of the IECS

CD24 is a marker of the lower crypt IECS (23) and therefore used to identify LGR5* and Paneth
cells. In non-irradiated mice, we observed the presence of 2.5 CD24* lysozyme™ cells per crypt,
the corner-shaped cell population between Paneth cells (Fig.4a). An 80% loss of these cells
was observed at day 7 after irradiation and SVF treatment restored this cell population.
Paneth cells contribute to intestinal homeostasis by synthesizing peptides and antimicrobial
proteins such as lysozyme and stem cell niche factors (2) and further promoting crypt base
formation (24). By using lysozyme staining to identify Paneth cells, we observed that number
of lysozyme* cells decreased significantly on day 7 after irradiation (p<0.001) compared with
the control mice (Fig.4b). In the control mice, the lysozyme was normally efficiently packaged
in well-defined secretory granules in the Paneth cells. In the irradiated mice, the Paneth cells
exhibited altered lysozyme allocation patterns, with the majority showing reduced (lowly
granular) or diffuse lysozyme staining. After SVF treatment, the number of Paneth cells per
crypt increased compared with the irradiated mice (p<0.001), which was also higher than in
the control mice. Interestingly, we also observed that the number of lysozyme* cells in the
"upper crypt" increased in mice treated with SVF, suggesting an aberrant ISC niche
architecture. The co-localisation of MUC2 (goblet cell marker) and lysozyme (Paneth cell
marker) staining characterised an “intermediate”goblet/Paneth cells and were definited as
immature or bipotential progenitor cells (25). Double immunostaining showed that the
presence of Paneth cells at the “upper crypt” was co-staining with Muc2 after SVF treatment,
indicating the presence of the ‘intermediate’ cells (Fig.4c). To assess whether the observed
proliferative cluster was related to IECS, we performed a Ki67/CD24 co-staining. In the control
mice, rare Ki67*/CD24* cells were present in the crypts, with the majority of proliferating cells

being located in the transit amplification compartment (TA) and not in the base of the crypt
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(Fig.5a). On the other hand, in the proliferative cluster induced by SVF treatment, the CD24*
cells were Ki67*; an expansion of the TA zone was also observed. In addition, to determine
which population was responsible for increased crypt cell numbers, a double Ki67/lysozyme
staining was carried out and showed the presence of Ki67*/lysozyme™ and Ki67*/lysozyme*
cells 7 days after irradiation in the irradiated mice treated with SVF (Fig.5b), indicating the
proliferation of ISC and in particular the Paneth cells. It has recently been reported that
hyperproliferative crypts show a high expression of HSP60, the mitochondrial molecular
chaperone involved in the control of ISC homeostasis, and that HSP60-deficient crypts display
a loss of stemness and cell proliferation, resulting in an aberrant Paneth cell phenotype (26).
Here, we observed an increase in the HSP60* cells in the regeneration zone after treatment of
SVF (Fig.5c), indicating the absence of mitochondrial impairment. Together these results
showed that treatment with SVF restored the CD24*/lysozyme™ and Paneth cell populations

and increased the proliferation of the TA compartment (Ki67*/CD24*) as well as the

proliferation of Paneth cells (Lysosyme*/Ki67%).
SVF limits the inflammatory process by shifting the monocyte-macrophage phenotype

Macrophages have a central role in the epithelial barrier and in the maintenance of mucosal
homeostasis. The spleen is the source of the main subsets of macrophage-generating
monocytes (27, 28) and we therefore evaluated the percentage of pro-inflammatory and anti-
inflammatory monocytes in the spleen 7 days after irradiation and the impact of SVF
treatment on the subsets of splenic monocytes. Firstly, the migration potential of splenic
monocytes was assessed using the spreading assay performed on a rmVCAM-1 matrix at day
7 after irradiation with and without SVF treatment. Unspread cells were defined as round cells,
while spread cells were defined as cells with extended pseudopodia. The percentage of cells
adopting the spreading morphology was quantified using fluorescein-conjugated phalloidin,
which binds to filamentous actin (Fig. 6a). In the non-irradiated mice, actin filament staining
was weak in the splenic monocytes and significantly increased in the irradiated mice (2.7-fold
compared with the control; P<0.001). Treatment with SVF significantly reduced the intensity
of phalloidin staining to 42% compared with the irradiated mice. This is associated with
morphological changes characterised by a normalisation of cell diameter, suggesting an

impact on the pro-inflammatory phenotype of these cells (29). Flow cytometry analysis of pro-

114



inflammatory and anti-inflammatory monocytes subsets showed a 2.5-fold (p<0.01) increase
in the percentage of Ly6cM&" pro-inflammatory monocytes defined as CD11b*Ly6c"8"CCR2Mieh
in the irradiated mice compared with the control mice (Fig.6b). Treatment with SVF did not
reduce the percentage of Ly6c"8" monocytes. On the contrary, the anti-inflammatory
monocytes subset CD11b*Ly6c°“CX3CR1"8" of mice treated with SVF showed a 2-fold
(p<0.001) higher percentage of anti-inflammatory Ly6c'®" monocytes than the irradiated mice,
which was confirmed by CX3CR1 immunostaining of the splenic monocytes (p<0.001) (Fig.6c).
In addition, the splenic monocytes could differentiate into pro-inflammatory M1 or anti-
inflammatory M2 macrophages and contribute to tissue repair (30). To address this issue,
macrophages generated by 7 days of culture with M-CSF were stimulated with LPS-IFNy (M1
conversion) or IL-4 (M2 conversion) and the level of mMRNA associated with macrophage
polarity was analysed by real-time PCR. Our results showed that irradiation stimulated the
expression of genes linked to the M1 marker (i.e. iNos, MMP9) without any effect on the
expression of genes linked to the M2 marker (Fig.6d). SVF treatment, on the other hand,
reduced the mRNA levels of M1 (iNos, MMP9) markers and increased the mRNA levels of M2
markers (CX3CR1, CD206, Argl, IL-10). Interestingly, the SVF treatment limited the levels of

MRNA coding for excessive remodeling markers such as TGF-f 1 or TNC.

In the ileum, the double CD68/CD206 staining showed the absence of CD206* cells in the
irradiated mice and the SVF treatment led to an increase in CD68*/CD206* cells (Fig.7a). This
anti-inflammatory effect in the intestine by the SVF treatment is supported by real-time PCR
results with a significant suppression of mRNA levels coding for IL1-1B and IL-6 compared with
the irradiated mice (p<0.001) (Fig.7b). Taken together, these results suggest that SVF
treatment changes the polarity of monocyte/macrophage to an anti-inflammatory

phenotype, which may contribute to improving the GIS.
Discussion

In the event of accidental or intentional exposure to high doses of radiation resulting in Gl
syndrome in many victims, there is an urgent need to implement effective and rapid
therapeutic countermeasures. SVF can be produced within a few hours, injected on the same
day and injected in an autologous way. In our study we showed that intravenous injection of

SVF limited the weight loss of the mice exposed to sublethal irradiation, inhibited the
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intestinal permeability which resulted in increased survival against lethal doses of radiation.
Histological analyses showed that SVF treatment stimulated the regeneration of the
epithelium by promoting numerous enlarged hyperproliferative zones and restored the cell
populations in the ISC compartment. The therapeutic efficiency was associated to an anti-

inflammatory effect.

Potential countermeasures to attenuate GIS have been identified by their ability to improve
acute survival in mice (LD50/10) and to increase survival times at LD80/10 by at least 50% (19).
In our study, the therapeutic effect was very important in terms of mortality, with an 80%
mortality in the irradiated and treated animals, compared to 38% in the untreated irradiated
animals. In addition to the practical advantages of obtaining SVF easily and quickly, the other
advantage is its composition that is rich in different cell lineages, which are potentially pro-
regenerating and therefore have more pleiotropic effects than MSCs (8-11, 31). Indeed,
previous studies have shown that the injection of MSC into irradiated mice resulted in
improved regeneration of intestinal or colonic tissue, increasing the survival of the animals
and reducing colonic ulcerations (10, 31). The effectiveness of MSCs is due to the production
of growth factors with anti-inflammatory and pro-angiogenic effects. The supportive effect of
MSCs in the regeneration of the intestinal epithelium is not specific to this subpopulation of
cells. However, in vitro amplification before their injection limits their use in clinic
emergencies. Other cell types are involved in the regenerative response to irradiation such as
endothelial cells and immune cells (32). In our study, the characterisation of SVF in mice
showed a high proportion of both MSCs and immune cells and the presence of endothelial
progenitors. The combined presence of these different cell types seems to be responsible for

the superiority of efficacy compared to the treatment of MSCs alone (33).

The mechanism of the therapeutic efficiency of SVF remains poorly understood. The literature
supports the contribution of paracrine effects, with crosstalk between SVF components and
the host, leading to repair and healing (12). In our model, the SVF treatment both stimulated
the epithelial cell regeneration and restored the impermeability as indicated by ZO-1 and
EpCam IHC and measurement of permeability. Moreover, SVF treatment leads to

hyperproliferative Ki67* areas, features typical of actively regenerating intestinal epithelium
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(34) combined with the restoration of the Gp38*CD34* mesenchymal cells associated to

crypts, which plays a predominant role in the maintenance of ISCs pool (22, 25).

Under physiological conditions, ISCs LGR5* located at the bottom of the crypts are responsible
for the replenishment of intestinal epithelial cells. Using the genetic labelling and the tracing
of distinct cell types, recent reports have indicated that Lgr5* ISC are radiosensitive. At an
abdominal dose of 10 Gy, the surviving Lgr5* ISCs are still sufficient to sustain complete
intestinal recovery 2 weeks after irradiation (35); beyond this dose, the more widespread
apoptosis of Lgr5* ISCs induces a failure in the restoration of viability of the small intestine
(36). In our study, in order to visualise the ISC compartment, we used the co-location of CD24,
more strongly expressed at the base of the crypt (23, 37, 38) and the lysozyme expressed by
the Paneth cells that support the stem cell niche of the crypt (2). We showed that irradiation
caused a significant loss of ISC and Paneth cells. At day 7 after 18 Gy irradiation, the time and
the dose where the modest surviving Lgr5* ISCs could not dramatically support intestinal
recovery, treatment with SVF restored the CD24"/lysozyme™ and Paneth cell populations,
increased the proliferation of the TA compartment (Ki67*/CD24*) as well as the proliferation
of Paneth cells (Lysosyme*/KI67*), whereas under normal homeostasis, Paneth cells do not

express ISC or proliferative markers in vivo (39).

It has already been shown that Paneth cells can return to the proliferative state and
differentiate into all types of epithelial cells after radiation injury. Schmitt et al. (40) have
indeed shown that, in acute inflammation, Paneth cells de-differentiate into proliferating
stem-like cells that are able to form 3D organoids ex vivo (in the absence of LGR5* cells),
whereas LGR5" cells alone cannot form organoids, and finally repopulate the epithelial wall in
vivo (38). In addition, a depletion of Paneth cells leads to a concomitant reduction of Lgr5*
ISCs (41). In our work, SVF treatment was associated with a proliferation of Paneth cells as
well as their number per crypt. Interestingly, this effect was also observed in the "upper
crypt", which could suggest a process of dedifferentiation (25). Thus, we observed the
presence of a lysozyme*/Muc2* population after treatment with SVF. These cells expressed
Paneth and goblet biomarkers reflecting a bipotential progenitor of secretory cells, or
intermediate cells (25). In addition, mitochondrial impairment reduced stemness induced by

loss of Paneth cell functionality and ISC differentiation. Specifically HSP60 deficiency in ISC has
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been associated with complete loss of proliferation (26). SVF treatment restored a

mitochondrial function in the proliferation area which may have ensured the stemness.

Inflammatory cells such as monocytes/macrophages influence intestinal epithelium repair
and generate dysfunctional PCs characterised by loss of lysozyme positive granules,
concomitant to aberrant ISC phenotype such as observed in active ileal Crohn’s disease (26,
42). Intestinal mucosa macrophages are dependent on constant replenishment by classical
blood monocytes (43) and the spleen produces a majority of monocyte subsets generating
macrophages (44). Tissue repair after inflammatory insult requires coordinated mobilisation
of both subsets: Ly6C"&" monocytes, which digest damaged tissue, but their persistence is
deleterious and Ly6C" monocytes act on wound healing (45). The spleen is the reservoir
accommodating the demands of rapid onset inflammation and we showed that the spleens
from the irradiated mice were characterised by an accumulation of pro-inflammatory
monocyte subset Ly6CM8"CCR2Me&" phenotypes and a high potential of migration characterised
in the spreading assay. In the spleens from the SVF-treated mice, although the pro-
inflammatory monocytes level was not reduced, we inversely observed an increase in the level
of anti-inflammatory monocytes Ly6C"*" Cx3cr1"e", which can be matured in vitro in the anti-
inflammatory macrophage M2. Our results support the fact that SVF treatment is associated
with anti-inflammatory process both by repressing the pro-inflammatory cytokines and by
shifting the macrophage polarity toward the M2 phenotype implicated in the inflammatory
resolution phase and tissue regeneration (42). More experiments are needed to understand
the role of M2 macrophages in the ISC compartment after SVF treatment. Recently, it was
shown that the depletion of macrophages resulted in decreased as well as crypt fission, Lgr5*

stem cell proliferation and Paneth cell numbers (46).
Conclusion

In this work we have shown that treatment with SVF mitigates the GIS. This cell therapy
product stimulates regeneration and intestinal repair targeting the stem cell compartment
and provides an immunomodulatory response that enables the animals to survive at lethal

doses.
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Figure 1 : Identification of irradiation dose inducing GIS. (a) Kaplan-Meier survival analysis of 16, 18,
20 and 22 Gy abdominal irradiated mice (n=10 per group). (b) Weight loss changes for 30 days of
mice exposed to 16, 18, 20 and 22 Gy abdominal irradiation (n=10 per group). (c) Response of the
small intestine to 16, 18, 20 and 22 Gy abdominal irradiation at day 3.5. Representative HES staining
of the ileum showing structural modification. Scale bar: 100 um. (d) Irradiation dose-dependent
regenerative crypts. The plots illustrate the number of surviving regenerative crypts present by unit
length in a small intestine 3.5 days post-irradiation. The data are represented by mean + SEM (n=4-
5), P values were calculated by one-way or two-way analyses (for Weight loss changes) of variance
(ANOVA) with Bonferroni correction; *p<0.01; **p<0.001 compared with the control group. (e)
Tunel staining. Representative images of ileal sections at 3.5 days post irradiation demonstrating an
increase of Tunel-positive cells at the crypt base with the escalating dose from 16 to 22 Gy. Tunel
positive cells were stained green and the nucleus was stained with DAPI at day 3.5 post-
irradiation. Scale bar: 50 um. 125
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Figure 2 : SVF treatment mitigating GIS. (a) Cells concentration-dependent effect of SVF on weight loss
changes at 7 days of mice exposed to 18 Gy abdominal irradiation. (b) Weight loss changes for 30 days
(n=8) and (c) Kaplan-Meier survival analysis of 18 Gy abdominal exposed mice receiving SVF (2.5x106
cells) treatment, or not receiving treatment. The data are represented by mean + SEM, P values were
calculated by ANOVA with Bonferroni correction; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared with the
irradiated group. (d) Number of regenerative crypts at day 3.5 after 18 Gy abdominal irradiation with or
without SVF (2.5x106 cells) treatment. (e) Representative immunostaining of Tunel and the number of
Tunel+ cells in the ileal sections from the control in irradiated and irradiated SVF treated mice 7 day post-
irradiation. (f) Intestinal permeability checked by FITC/dextran assay in non-irradiated mice and 7 days
after abdominal irradiation with or without SVF treatment. (g) Representative immunostaining of
Zonulin-1 (Z0-1) in the ileal sections from the control in irradiated and irradiated SVF treated mice 7 day
post-irradiation. Scale bar: 50 um. The data are represented by mean + SEM (n=8). P values were
calculated by ANOVA with Bonferroni correction; ***p<0.001 compared with the control mice;
###p<0.001 compared with the irradiated mice.
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Figure 3 : lleal regenerative response induced by SVF treatment. Sections of ileum from mice 7
days after 18 Gy abdominal irradiation, with or without SVF treatment were stained with (a)
EpCam (green) (b) Ki67 (green). Note the hypertrophic (green) crypts under SVF treatment. (c)
Co-staining of gp38 (red) and CD34 (green) identifying pericryptal mesenchymal cells. Double
positive gp38*CD34* appeared in orange/yellow at the base of crypts. Dapi stained nuclei. Scale
bars: 50 um.
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Figure 4 : Effect of SVF on crypt IECS. (a) IHC staining showing the expression pattern of CD24 (green),
Lysozyme (red) in ileum. The cross section shows the co-staining of CD24 and lysozyme in the control
and after SVF treatment. The histogram shows the restoration of the CD24 population after SVF
treatment in crypts. (b) Lysozyme staining and histogram of the Paneth cell number per crypts. (c)
IHC co-stained with Lysozyme (red) and goblet cell marker Muc2 (green) to identify immature Paneth
progenitor cells. Dapi stained nuclei. Scale bars: 50 um. The data are represented by mean + SEM
(n=4-5). P values were calculated by ANOVA with Bonferroni correction, *p<0.01; **p<0.001
compared with the control group; ##p<0.001 compared with the irradiated group.
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Figure 5 : Crypt IECS proliferation induced by SVF treatment. (a) IHC co-staining CD24 (green), Ki67
(red) in the ileum showing the hyperproliferative area after SVF treatment. (b) IHC co-staining
Lysozyme (green), Ki67 (red) in the ileum. (c) IHC co-staining HSP60 (green), Ki67 (red) in the ileum.
Dapi stained nuclei.
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Figure 6 : SVF promoting anti-inflammatory monocytes/macrophages subsets in the spleen. (a)
Phalloidine staining (green) of splenic monocytes from the control and at day 7 post-irradiation
with or without SVF treatment. Dapi stained nuclei. Scale bar: 20 um. The bar graphs are
represented by the mean + SEM of monocytes phalloidine® and the monocyte diameters. (b)
Representative FACS plots and frequencies of CD11b*Ly6CMe"CCR2Me" and CD11b*Ly6C"“Cx3cr1Mien
among live cells from the control and at day 7 post-irradiation with or without SVF treatment. (c)
Cx3crlstaining (red) of splenic monocytes. The bar graphs are represented by the mean + SEM of
Cx3CR1* monocytes. Dapi stained nuclei. Scale bar: 20 um. (d) Gene expression from splenic
monocytes differentiated in different culture conditions from the control and at day 7 post-
irradiation with or without SVF treatment. Macrophages were generated from splenic monocytes
in the presence of M-CSF. Real-time-PCR in an unstimulated condition, a M1 condition after
stimulation with LPS and IFN-y and a M2a condition after stimulation with IL-4. The data are
expressed relative to control and normalised to GAPDH. All results are expressed as means xSEM
(n=8). P values were calculated by ANOVA with Bonferroni correction, *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001 compared with the control group; #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 compared with the
irradiated group.
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Figure 7 : SVF facilitated induction of M2 macrophages in the ileum and reduced radiation induced
inflammatory response. a) IHC co-staining CD68 (green), CD206 (red) in the ileum showing an
increase of the co-staining CD68/CD206 related to M2 macrophage after SVF treatment. Dapi
stained nuclei. b) Real-time-PCR analysis of IL-1B and IL-6. The results are expressed as means +SEM
(n=8). p values were calculated by analysis of variance with Bonferroni correction; *p<0.001
compared with the control mice; #p<0.001 compared with the irradiated mice.
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Figure S1: Gating strategies utilized for analyzing sub-popuations within the stromal vascular fraction
of mice. a) ASC-like populations. Isotype controls are shown as blue histogram. b) Leucocytes
populations.
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Axe 2 : L'immunité dans la réponse d'immunomodulation du SGI radio-
induit

L’article a été soumis a Stem Cell Research and Therapy.

Article 2 : Systemically delivered adipose stromal vascular fraction mitigates radiation-
induced gastro-intestinal syndrome by immunomodaulating the inflammatory response

through a CD11b* cell-dependent mechanism

Objectifs :

Ce deuxiéme article s’inscrit dans la continuité de la premiére étude, afin d’apporter des
éléments de réponse quant aux mécanismes d’action de la SVF sur le compartiment
immunitaire. Le premier objectif était de confirmer la stimulation des
monocytes/macrophages présents dans la lamina propria et leurs modifications
phénotypiques induites par la SVF et de comprendre le réle de I'immunité de I’héte dans
I'efficacité thérapeutique de la SVF. La SVF ayant une composition cellulaire hétérogéne le
deuxieme objectif était d’apporter des premiers éléments de réponse sur le réle joué par
certains des composants, notamment les monocytes de la SVF dans I'efficacité thérapeutique

de la SVF; cet axe n’a pas encore été largement étudié dans la littérature.
Résultats :

Le traitement des souris par la SVF module les populations de leucocytes au cours du temps.
Une augmentation significative des cDC2 (CD11b*CD11c¢*CD103*) contribuant a la réponse Th2
a été observée deés 24 heures post-irradiation au niveau de la muqueuse intestinale. De plus,
il a été observé que la SVF induisait une diminution des lymphocytes T CD8* a 7 jours post-
irradiation. Une augmentation de I'expression de I'lL-22, une cytokine signature des « innates
lymphoids cells 3 » (ILC3) impliquée dans ’homéostasie de la crypte intestinale a été observée
apres le traitement par la SVF. La caractérisation phénotypique du pool de monocytes au
niveau de la lamina propria a montré que la SVF amplifie la population de monocytes pro-
inflammatoires CD11b*Ly6C*CCR2* dans la lamina propria 3 jours post-irradiation et accélere
la différenciation de ces monocytes vers un phénotype de monocytes/macrophages
Ly6C"MCHII*CX3CR1* a 7 jours post-irradiation. L’augmentation de ce pool de monocytes/

macrophages permet la restauration de la population de macrophage F4/80*CX3CR1*a 7 jours
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post-irradiation. L'analyse de |'expression génique des cellules immunitaires de la lamina
propria montre une augmentation de I'expression de marqueurs associés au macrophage de
type M2 et de I'expression d’IL-10 orientant ainsi la réponse immunitaire vers une réponse
immunomodulatrice. De plus, 'augmentation de I'expression de CSF1 et CSF-1R par la SVF
suggere l'existence d’interactions entre le compartiment cellule souche et les cellules

immunitaires pour le maintien de I’homéostasie de la crypte intestinale.

L'utilisation de souris KO CX3CR1 a montré que l'irradiation abdominale induit des dommages
plus importants chez ces souris caractérisés par une létalité totale a 9 jours post-irradiation et
une absence de réparation du compartiment cellule souche malgré le traitement par la SVF.
De fagon surprenante, la présence de cellules de Paneth anormales chez ces souris a été
observée apres le traitement a la SVF. L'analyse phénotypique des monocytes de la lamina
propria révéle une diminution de la présence des monocytes CD11b*Ly6C*CCR2* et un défaut
de leur maturation en monocytes/macrophages Ly6C"MCHII*"CX3CR1* et de restauration du

pool de macrophages.

La SVF contient une quantité non négligeable de monocytes et de macrophages, leur influence
sur l'atténuation du SGI a été examinée. Ainsi la déplétion en cellules CD11b de la SVF a
entrainé une diminution significative de I'efficacité thérapeutique avec un taux de survie de
seulement 30 % a 10 jours post-irradiation par rapport aux souris traitées a la SVF avec 70%
de survie a 10 jours. La déplétion en CD11b de la SVF n’induit pas la restauration du

compartiment cellule souche et du pool de macrophages.
Conclusion :

Dans cette étude, a notre connaissance, nous avons rapporté pour la premiére fois que le
traitement par la SVF induit un effet immunomodulateur du SGI. La SVF agit a plusieurs
niveaux en augmentant le pool de monocytes pro-inflammatoires Ly6C*/CCR2* dans l'intestin
et en accélérant leur maturation vers un monocyte-macrophage capable de promouvoir le
processus anti-inflammatoire et la réparation du compartiment cellule souche. Nous avons
montré que la coopération entre le monocyte de la SVF et le monocyte de I'hote est nécessaire

pour assurer |'efficacité de la SVF pour le SGI.
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Abstract
Background

Stromal vascular fraction (SVF) treatment promoted the regeneration of the intestinal
epithelium, limiting lethality in a mouse model of radiation-induced gastrointestinal syndrome
(GIS). The SVF has a heterogeneous cell composition; the effects between SVF and the host
intestinal immunity are still unknown. The specific role of the different cells contained in the
SVF needs to be clarified. Monocytes-macrophages have a crucial role in repair and monocyte

recruitment and activation are orchestrated by the chemokine receptors CX3CR1 and CCR2.
Methods and Results

Mice exposed to abdominal radiation (18 Gy) received a single intravenous injection of stromal
vascular fraction (SVF) (2.5*10° cells), obtained by enzymatic digestion of inguinal fat tissue,
on the day of irradiation. Using flow cytometry, we showed that SVF treatment modulated
intestinal monocyte differentiation at 7 days post-irradiation by very early increasing the
CD11b*Ly6C*CCR2* population in the intestine ileal mucosa and accelerating the phenotype
modification to acquire CX3CR1 in order to finally restore the F4/80*CX3CR1* macrophage
population. In CX3CR1-depleted mice, SVF treatment fails to mature the Ly6C"MCHII*CX3CR1*
population, leading to a macrophage population deficit associated with proinflammatory
environment maintenance and defective intestinal repair; this impaired SVF efficiency on
survival. Consistent with a CD11b* being involved in SVF-induced intestinal repair, we showed
that SVF-depleted CD11b* treatment impaired F4/80*CX3CR1*macrophage pool restoration
and caused loss of anti-inflammatory properties, abrogating stem cell compartment repair

and survival.
Conclusion

These data showed that SVF treatment mitigates the GIS-involving immunomodulatory effect.
Cooperation between the monocyte in SVF and the host monocyte defining the therapeutic

properties of the SVF is necessary to guarantee the effective action of the SVF on the GIS.

Key words: Stromal Vascular Fraction, intestine, irradiation, monocyte
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Background

The gastrointestinal (Gl) system rapidly develops some proliferating and differentiating cells,
which make it one of the most radiosensitive organs. Exposure to high doses of ionizing
radiation disrupts the Gl system by damaging proliferating stem cells of the crypts, which
alters the histology and physiology of the intestine. Acute exposure to ionizing radiation can
cause lethal damage to the gastrointestinal tract. To date, there are no Food and Drug
Administration-approved agents available to mitigate radiation-induced intestinal injury (1,
2). The injection of autologous stem/progenitor cells is emerging as a therapeutic option in
gastrointestinal syndrome (GIS). Accordingly, we recently reported that the stromal vascular
fraction (SVF) obtained from enzymatically digested adipose tissue promoted the
regeneration of the intestinal epithelium, limiting lethality in a mouse model of radiation-
induced GIS (3). SVF is a dynamic and heterogeneous cell population that contains
mesenchymal-like stem/stromal cells (MSC), endothelial progenitor cells (EPC), pericytes and

hematopoietic and immune cells, all of which perform distinct biological functions (4).

At this time, SVF manufacturing processes for clinical use are performed in compliance with
good manufacturing practices and well-defined, appropriate and harmonized release
acceptance criteria (4). Historically, MSCs are the cell subset of interest in the regenerative
ability of adipose tissue. Their involvement in the biological mechanisms of SVF has been
extensively studied in the context of wound healing, angiogenesis, and scar remodeling (5).
Except for a few papers reporting the involvement of macrophages in angiogenesis (6,7), the
role of leukocytes and the importance of their presence are not fully clarified. Previous studies
have shown the key role played by immune cells like macrophages in crypt regeneration.
Indeed, the depletion of host macrophages or the inhibition of macrophage derived Wnt
impaired recovery from radiation injury with loss of ISC, resulting in poor survival (8, 9).
Macrophages play an important role in coordinating signals from gut microbes and injured
epithelium, and thereby transmit regenerative signals to ISC (10). In intestine, a substantial
fraction of macrophage derives from circulating monocytes, which are constantly replenished
to maintain the macrophage pool (11). Monocytes were known to generate a cytokine storm
leading to tissue damage but were also shown to induce regulatory functions during the
inflammatory process (12). In the mouse, inflammatory monocytes are short-lived and express

a high level of CCR2 and Ly6C (also called inflammatory or classical monocytes) and exhibit
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antimicrobial activity. These inflammatory monocytes are precursors of longer-lived patrolling
monocytes (also called nonclassical or resident monocytes) by undergoing gradual phenotypic
and transcriptional changes. In the intestine, incoming monocytes are Ly6C*MCHII™ cells,
differentiating via Ly6C*MCHII* intermediates into Ly6C"MCHII* monocytes that gain high
expression of CX3CR1 (11). The Ly6CM classical monocytes are selectively recruited to inflamed
tissues in a CCR2-dependent manner, where they produce inflammatory and antimicrobial
factors and contribute to local and systemic inflammation (13). Ly6C"CX3CR1* monocytes are
present in both resting and inflammatory tissues and are often found attached to or crawling
on the luminal wall of the endothelium. (14). Evidence indicates that nonclassical monocytes
perform a specialized form of immune homeostasis, serving as initiators of acute

inflammatory responses and substantially contributing to tissue remodeling (15,16).

The aim in this work is to understand the involvement of monocytes in the efficiency of SVF
treatment for the GIS. We showed that mitigation of the irradiation effect was conferred both
by the SVF inducing a dynamic of host monocyte phenotype modification and by the SVF-

derived monocytes acting as a potential important cell mediating SVF efficacy.

Material and Method
Mice

Eight-week-old male C57BL/6JRj mice were purchased from Janvier (Le Genest Saint Isle,
France), CX3CR1CFP/GFP knock-out mice from the Jackson Laboratory have the endogenous
locus disrupted by the insertion of sequence encoding green fluorescent protein (GFP),
replacing the first 390 bp of the coding exon (exon 2) of the chemokine (C-X3-C motif) receptor
1 (Cx3crl) gene. The animals were housed in the IRSN animal facilities, which are accredited
by the French Ministry of Agriculture for performing experiments on rodents. The animal
experiments were performed in compliance with French and European regulations on the
protection of animals used for scientific purposes (EC Directive 2010/63/EU and French Decree
2013-118). All experiments were approved by the Ethics Committee #81 and authorized by
the French Ministry of Research (under the reference APAFIS#10434-2017062814437026-v1).

In this study, the experimental protocol was in line with standard support treatment
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recommended for patients presenting an acute radiation syndrome (17). Thus, the antibiotic

Avemix (8g/L) will be combined with all treatments throughout the experimentation process.
Irradiation procedure

Mice were irradiated under anesthesia (with a continuous flow of 1.5% isoflurane in oxygen)
on a medical linear accelerator (Elekta synergy®) delivering 4MVp X-rays (mean photon energy
about 1.3 MeV). Reference dosimetry measurements were performed using a 0.125cc
cylindrical ionisation chamber calibrated in dose to water in a mouse equivalent tissue
phantom placed on a plexiglass support. A dose rate of about 2.5 Gy/min in dose to water was
used. A localized 2 cm larger abdominal irradiation window containing intestine was chosen
to limit upper thorax, head and neck, lower and upper extremity exposure. The mice were
exposed to 18 Gy as the sublethal optimal irradiation dose for SVF-related effects. The

uncertainty of the dose rate measurement was about 5% at k=2.
Isolation of SVF

Stromal vascular fraction (SVF) cells were isolated from inguinal fat pad adipose tissue samples
of 12-week-old C57BL/6JRj mice donors. Briefly, as previously reported (3), the fat pads were
excised, finely cut and incubated in a digestion medium containing 0.1% type | collagenase
(Sigma-Aldrich, France), 1% penicillin-streptomycin in MEM-a medium by gentle shaking for
20 min at 37°C. The samples were mechanically disrupted using the gentleMACS Dissociator
(Miltenyi Biotec) and then digested again in MEM-a 0.1% type | collagenase medium, followed
by mechanical disruption using the gentleMACS Dissociator. The cell suspension was filtered
sequentially through 100 and 70 um cell strainers and centrifuged (400g, 10 min) to spin down
stromal-vascular fraction cell pellets. The pellets were resuspended in phosphate-buffered
saline (PBS) for i.v. injection. The mice received 2*10°8 cells in 100ul PBS 4 hours post-

irradiation.
Magnetic Depletion of SVF Cell Isolates

The depletion experiments used the Miltenyi MACS system (Miltenyi Biotec, France) according
to the manufacturer’s instructions. In brief, up to 1 x 107 screened SVF cells were suspended
in 90 pl of MACS buffer (PBS, 0.5% BSA 2 mM EDTA) and incubated with 10 pl of anti-mouse
CD11b antibody conjugated to iron particles (Miltenyi Biotec) at 4°C for 10 minutes. An
additional 1 ml of MACS buffer was added to the cell suspension and loaded 0.5 ml at a time
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onto a Miltenyi Biotec MACS column prewetted with 0.5 ml of MACS buffer within the magnet
chamber. The cell-loaded column was gravity drained and then flushed with 0.5 ml of MACS
buffer at least 3 times to remove any additional cells. The effluent was collected and

considered to be the CD11b*-depleted SVF.
Isolation of mononuclear cells from lamina propria

To isolate mononuclear cells, extraintestinal fat tissue was carefully removed and ileum was
then flushed of its luminal content with PBS, opened longitudinally and cut into 1 cm pieces
onice. Epithelial cells and mucus were removed by 20 min incubation in predigestion solution:
HBSS (without Ca2* and Mg2*) containing 5% FBS, 5 mM EDTA, 1mM DTT by gentle shaking at
37°C. Then, ileum pieces were vortexed 10s and filtered through 100 um cell strainers. lleum
pieces were again incubated in the predigestion solution 20 min by gentle shaking at 37°C,
then vortexed 10s and filtered through 100 um cell strainers. lleum pieces were transferred
into the gentleMACS C Tube (Miltenyi Biotec) containing the enzyme mix (Lamina Propria
Dissociation Kit mouse, Miltenyi Biotec) and incubated for 30 minutes at 37 °C under
continuous rotation. Then, the isolated cell suspension was obtained by running in
gentleMACS Dissociator and filtered through 100 um cell strainers. Cells were centrifuged for

5 min at 300g, resuspended in PBS and used for the subsequent analysis.
Flow cytometric analysis

Flow cytometry was performed using the BD FACSCanto Il and analysed with FlowJo software
(Tree Star, Ashland, OR). Dead cells were excluded through Fixable Viability Dye eFluor
staining (eBioscience). Non-specific antibody binding was blocked with an anti-CD16/32
(Mouse Fcy block clone 2.4G2). The cells were incubated for 30 min in a total of 100 ul PBS
with conjugated antibodies from BD Biosciences (France): Panel T: anti CD45 (V500
conjugated; clone 30-F11); anti CD3 (FITC conjugated; clone 145-2C11); CD4 (PerCP-Cy5.5
conjugated; clone RM4-5); CD8 (PE-Cy7 conjugated; clone 53-6.7). Panel DC: anti CD45 (V500
conjugated; clone 30-F11); anti CD11c (PE conjugated; clone HL3); CD11b (BV421 conjugated;
clone M1/70); CD103 (PerCP-Cy5.5 conjugated; clone M290). Panel neutrophil-monocyte-
macrophage: anti CD45 (V500 conjugated; clone 30-F11); CD11b (BV421 conjugated; clone
M1/70); anti Ly6G (PE conjugated, clone 1A8); anti Ly6C (FITC conjugated for WT mice or PE
for CX3CR1CFP/SFP mice; clone AL-21); anti MCHII (PerCP-Cy5.5 conjugated; clone
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M5/114.15.2); anti F4/80 (Alexa Fluor 647 conjugated; clone T45-2342); from Biolegend
(France) anti CX3CR1 (PE-Cy7 conjugated; clone SA011F11) and anti CCR2 (Alexa Fluor 647
conjugated; clone SA203G11). Panel for intestinal stem cell from BD Biosciences (France): anti
EpCam (FITC conjugated; clone G8.8); anti CD44 (PE-Cy5.5 conjugated; clone IM7), anti CD24
(BV421 conjugated; clone M5E2); from eBioscience: anti CD166 (PE conjugated, clone
eBioALC48). Isotype-matched antibodies were used for control staining. All antibodies were
used at 1:100 dilution. The concentration of cell suspensions was adjusted to 1x10° cells per

100ul.
Immunohistology

Sections 5-um thick were de-paraffinized and re-hydrated. A pretreatment method using
heat-induced epitope retrieval was used and the nonspecific binding was blocked with a
protein blocker (DakoCytomation, Trappe, France) 30 min at room temperature (RT). For
immunofluorescence, the sections were then incubated with the following primary antibodies
against: Ki67 (ab15580; Abcam), EpCam (clone G8.8; Biolegend), CD24 (ab64064; Abcam),
Lysozyme (ab108508; Abcam), Ly6C (ab15627; Abcam), CX3CR1 (ab8021; Abcam), F4/80
(Ab6640; Abcam), GFP-FITC (Ab6662; Abcam). Co-labelling with antibodies from the same
species was performed using Opal™ Multiplex IHC kits (Akoya). After incubation with primary
antibodies, slides were washed in PBS-T three times and probed with appropriate
fluorescence-conjugated secondary antibodies one hour at room temperature. After three
washes in PBS cell, nuclei were counterstained by Vectashield mounting medium with DAPI

(Vector Laboratories).

For MPO immunohistochemistry, endogenous peroxidase was blocked with 3% hydrogen
peroxide for 10 min and nonspecific binding was blocked with the protein blocker. After
antigen retrieval, sections were incubated in primary rabbit anti-MPO (ab9535, Abcam). The
EnVision* System-horseradish peroxidase (HRP) (DakoCytomation) was used as the secondary
reagent for all immunostaining sections. The color reaction was developed with the

NovaRED™ kit (Vector Laboratories) and counterstained with Mayer's hemalun.

Digital photographs were taken at x20 magnification (Zeiss Axiolmager microscope) and

intestinal sections were examined using Archimed software.

141



Real-time PCR analysis

Total RNA was extracted from ileum and spleen cells with the RNeasy Mini kit (Qiagen), and
cDNA was prepared with the SuperScript RT Reagent Kit (Applied Biosystems). Real-time PCR
was performed on an ABI Prism 7900 Sequence Detection System. All Tagman primers and
probes came from Life Technologies (France). The amounts of loaded cDNA were normalized
to GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) housekeeping gene as an
endogenous control. For relative quantification, the comparative threshold cycle (Ct) method
was used, and the delta Ct comparison was used to compare gene expression in cells and
tissues. Individual data (—-delta Ct) were presented to comply with BJP guidelines (18). Fold

induction was calculated as 2-AACt for the Argl/Inos ratio.
Statistics

Mice survival/mortality in different treatment groups was analyzed by Kaplan—Meier statistics
as a function of SVF efficiency using GraphPad Prism-8.0 software. Data are expressed as mean
+ SEM. We used one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) and then a Tukey post-test
to determine the significance of differences. P values less than 0.05 were considered

statistically significant.
Results
SVF treatment modulated intestinal leucocyte population

To investigate the influence of abdominal irradiation on the intestinal immune cell population
and SVF treatment, analysis of immune cell population isolated from the lamina propria was
performed by flow cytometry on wild-type (WT) mice. Firstly, irradiation induced a significant
increase of the neutrophil population at day 3 (43-fold; p<0.001) and day 7 (24-fold; P<0.001)
as compared with non-irradiated mice. SVF treatment did not modify the elevation of
neutrophil population induced by irradiation at days 3 and 7 (Fig. 1A). Strong neutrophil
infiltration was confirmed through staining of myeloperoxidase positive (MPO*) cells, mainly
localized near the lumen of the intestine, as well as in irradiated mice and in irradiated-SVF
treated mice (Fig. 1B). For the CD T helper population, flow cytometry analysis showed a
significant increase of the CD4* population and a decrease of the CD8* population from day 1

post-irradiation and inversely a decrease of the CD4* population and an increase of the CD8*
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population at day 7 post-irradiation. SVF treatment only normalized the CD8* population at

day 7 (Fig. 1C).

Next, we analyzed the conventional dendritic cell (cDC) subset population, which is thought
to arise from a common DC progenitor, cDC1 (CD11b°CD11c¢*CD103*) and cDC2
(CD11b*CD11c*CD103%). It is of note that cDC1 were involved in maintaining not only IFN-y
expression from T cells, but also an expression of IFN-y inducible genes from epithelial cells
(19). SVF treatment normalized the elevation of cDC1 population induced by irradiation at day
7. On the other hand, the cDC2 population is essential for the induction of primary T cell
responses in the mucosa (20). We observed that SVF treatment enhanced significantly the
c¢DC2 population (2.4-fold; p<0.01) from day 1, which remains elevated on day 7 as compared
with irradiated mice (Fig. 1D). As cDC2 contributes to Th2-associated responses (20), we
analyzed the mRNA level of cytokines from isolated lamina propria cells. Firstly,
overexpression of IL-1B and IL-1Rn was observed at 3 days post-irradiation as compared with
control mice, which was reduced by SVF treatment (Fig. 1E). Related to Th1 cytokines,
overexpression of IFN-y and IL-23a was observed at 3 days and repression at 7 days in
irradiated mice as compared with control mice. SVF treatment normalized their expressions

ondays 3 and7.

In addition, IL-22 is produced by T cells and innate lymphoid cells and contributed in both to
intestinal barrier function in response to microbiota (21) and to the epithelial and the Transit-
Amplifying Cells proliferation (22). Overexpression of IL-22 occurred at day 3, which did not
persist at day 7 in irradiated mice; it is noteworthy that SVF treatment maintains IL-22
expression significantly enhanced at day 7 (p<0.001) compared with irradiated mice (Fig. 1E).
Together, these data showed that SVF treatment reduced the inflammatory process and

limited the Th1 response.
SVF treatment modulated intestinal monocyte differentiation

As different subsets of monocytes are present during intestinal inflammation (Desalegn G,
2019) and as the monocytes can have a protective role in organ damage, notably by activating
T cells and innate lymphoid cells (16, 23), we determined the kinetics of monocyte
differentiation after irradiation and in cases where SVF treatment modulated the phenotypic

differentiation in the lamina propria. According to previous reports (14), when monocytes
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enter the tissues from the circulation, they are thought to gradually change their phenotype
by losing the CCR2 and can be split into three distinct subpopulations in the small intestine
based on expression of Ly6C and MCHII: Ly6C*MCHII-, Ly6C*MCHII*, and Ly6C"MCHII* cells,
which can be further divided based on expression of CX3CR1 into CX3CR1"and CX3CR1* cells
and definite as CD11b*Ly6C*MCHII~ (P1), Ly6C"MCHII*CX3CR1™™ (P2), Ly6C"MCHII*CX3CR1*
(P3). Consistent with this, flow cytometry analysis of the monocyte population isolated from
the lamina propria showed that the CD11b*Ly6C*CCR2* and the P1 populations picked up
significantly (5 and 13-fold, respectively) at day 3 post-irradiation as compared with non-
irradiated mice (Fig. 2B). SVF treatment increased very early the CD11b*Ly6C*CCR2*
population (15-fold, p<0.05) at 1 day and maintained an increase of both CD11b*Ly6C*CCR2*
and P1 populations at 3 days post-irradiation as compared with non-irradiated mice. The
differentiation process occurred at day 7 with a loss of Ly6C; a significant increase of the P2
population (15-fold; p<0.001) was observed in irradiated mice as compared with non-
irradiated mice (Fig. 2C). SVF treatment enhanced the P2 population about 4 and 3-fold as
compared with control and irradiated mice, respectively. When disappearance of the P3
population (p<0.001) was observed at 7 days post-irradiation as compared with non-irradiated
mice, SVF treatment restored the percentage of it as compared with non-irradiated mice.
Double immunostaining of Ly6C/CX3CR1 showed the presence of a few Ly6C* cells and
CX3CX1* cells, which are located at the base of the crypts in control mice (Fig. 2D). Seven days
post-irradiation, the Ly6C* cells were predominantly present in the ileum. After SVF treatment,

an increase in CX3CX1* cells were observed, localized in a chain in the lamina propria.

Together, these results showed that SVF treatment increased the entrance of Ly6C*
monocytes into the ileal mucosa and accelerated the modification of the phenotype within 24

hours after irradiation, leading to the acquisition of CX3CR1.
SVF treatment is associated with an accumulation of macrophages in ileum

Monocyte differentiation into intestinal macrophages involves phenotypic changes with
respect to Ly6C, MCHII and CX3CR1 expression, which occurred over 96 hours after monocyte
infiltration (11). In this way, flow cytometry analysis of the isolated lamina propria cell
population at 7 days post-irradiation showed that the CD11b*Ly6C MCHII*F4/80* population
remains at a very low level (53% fall) in irradiated mice as compared with non-irradiated mice

and that SVF treatment normalized this population at 7 days (Fig. 3A). To confirm the presence
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of macrophage, double immunostaining of F4/80 and CX3CX1 was performed and revealed
the rare presence of double staining in irradiated mice; conversely, the predominant presence
of F4/80-CX3CX1 double staining cells was observed after SVF treatment (Fig. 3B). As these
F4/80*CX3CR1* cells adopted an anti-inflammatory phenotype and produced IL-10 (24) and IL-
10 is required for maintaining the tolerogenic capability of CX3CR1* macrophages (25), a real-
time quantitative RT-PCR was performed on the isolated lamina propria cell population.
Firstly, the Argl/Inos ratio, an indicator of M2/M1 prevalence, revealed M2 predominance
induced by SVF treatment, which was confirmed by the CD163 overexpression (4-fold, P<0.05)
and MMP9 (3.3-fold, P<0.05) as compared with irradiated mice (Fig. 3C). In addition, SVF
treatment restored the level of IL-10 expression (Fig. 3D), suggesting that SVF treatment

promoted the induction of a M2-like macrophage.

The proliferation, differentiation, and survival of most resident macrophage populations
depends upon signals from the macrophage-colony—stimulating factor receptor (Csf1R)
initiated by Csfl (26). On this basis, we analyzed Csf1R expression for the isolated lamina
propria cell population and showed that SVF treatment enhanced (2-fold) and normalized the
mMRNA levels of Csf1R as compared with irradiated and control mice, respectively; this was

linked to the restoration of Csf1 expression as compared with control mice (Fig. 3E).
Abdominal irradiation generates more severe damage in mice lacking the CX3CR1 receptor

It was previously reported that the CX3CR1 receptor is functionally important during sepsis
(16), where CX3CR1* macrophages play critical roles in dead cell/pathogen clearance,
maintenance of immune surveillance and barrier function (27). To investigate the role of
CX3CR1in SVF efficacy in GIS, we used the KO (CX3CR1%P/6F") mice model. We have previously
reported that 65% of the irradiated WT mice died within 10 days, the SVF treatment saved
80% of WT mice from lethality (3). Kaplan-Meier survival analysis revealed that no KO CX3CR1
mice survived beyond 9 days post-irradiation and that SVF treatment delayed total lethality
by only 3 days (Fig. 4A). In the KO CX3CR1 mice, double immunostaining of CD24 (marker of
the stem cell compartment) and Lysozyme (marker of Paneth cell) showed that irradiation
induced destruction of the ileal architecture, with disappearance of the villi where only rare
stem cell compartments persisted at 7 days post-irradiation. SVF treatment did not restore
the ileal architecture but, surprisingly, we observed an abundant rise in Paneth cells in the

stem cell compartment, forming Paneth-like cell hyperplasia (Fig. 4B). As Paneth cell
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hyperplasia is frequently associated with severe inflammation (28), we analyzed the IL-1 and
IL-6 expression in the KO CX3CR1 mice. We found that overexpression of IL-1B and IL-6
induced by irradiation was maintained despite SVF treatment (Fig. 4C). Together, these data
showed that abdominal irradiation in KO CX3CR1 mice inflicts more severe acute damage and

that SVF treatment does not abrogate it.

Having observed a difference in SVF efficacy for irradiation-induced injury between WT and
KO CX3CR1 mice, we characterized the leukocyte subsets recruited in ileum using the flow
cytometry strategy detailed before (Fig. 2A). Firstly, we observed a significant rise in the
neutrophil population among the CD45* population at steady state in KO CX3CR1 mice
compared to WT mice. Irradiation significantly increased the neutrophil population in the KO
CX3CR1 mice and SVF treatment maintained this population at a high level (Fig. 5A). Flow
cytometry analysis of the monocyte population revealed that the percentage of both Ly6C*
and Ly6C monocytes was impaired in the control KO CX3CR1 mice as compared with the
control WT mice (Fig. 5B) as previously observed in other tissue (29). In KO CX3CR1 mice,
irradiation induced an increase of the CD11b*Ly6C*CCR2* (3-fold; P<0.001) and P1 (3.8-fold;
P<0.0001) population at 7 days. SVF treatment normalized the CD11b*Ly6C*CCR2* population
but maintained the percentage of P1 population at a high level. Irradiation did not modify the
P2 and P3 populations as compared with control KO CX3CR1 mice and it is of note that SVF
treatment did not enhance these 2 populations as compared with irradiated KO CX3CR1 mice.
The absence of P3 population maturation by SVF treatment was linked to the low presence of
the Ly6C"MCHII*F4/80* population, which was confirmed by the F4/80* immunostaining (Fig.
5C). Our results showed that the CX3CR1 deficiency impaired both the CD11b*Ly6C* and
CD11b*Ly6C populations in the intestine. SVF treatment did not enhance the P3 and
Ly6C"MCHII*F4/80* populations, leading to maintenance in a higher proinflammatory
environment and intestinal damage. Thus, we have shown that CX3CR1 is crucial to SVF

efficiency.
CD11b-depleted SVF alters GIS mitigation

As monocytes/macrophages play a crucial role in the resolution of inflammation and repair
and the SVF contains monocytes, we examined whether the presence of monocytes in the SVF
are critical for SVF-inducing GIS mitigation. Firstly, injection of the SVF isolated from GFP-mice

to explore the cells homing in the intestine showed through GFP immunostaining the presence
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of GFP cells located essentially in the Peyer's patches at day 1 post-irradiation. At day 7, the
GFP cells were still present in the Peyer's patches but were also visible near the base of the
crypts (Fig. 6A). Flow cytometry analysis to define the monocyte proportion in our SVF
preparation (Fig. 6B) indicated that the SVF contained 73% + 2% of CD45 cells and 25% * 2%
of CD45*cells. The CD11b*represented 71% + 7% of the cell population among CD45* cells with
6.9% + 1.5% of CD11b*Ly6C*and 76.0% * 2.0% of CD11b*Ly6C cells. Firstly, we observed that
the treatment with the CD11b-depleted SVF (SVF without CD11b) was lethal in 70% of mice,
whereas 70% of mice treated with SVF survived at 20 days post-irradiation (Fig. 6C). To find
out whether the SVF without CD11b treatment impacts the proliferation of cells in the stem
cell compartment of the ileal crypts, double immunostaining of CD24/Ki67 was carried out. As
we have previously shown (3), SVF treatment in irradiated mice increased the number of
double CD24/Ki67 positive cells in the crypts, with a large expansion of Ki67* cells in the transit
amplification compartment (TA) (Fig. 6D). SVF treatment without CD11b did not induce an
increase of the Ki67* cells in the stem cell compartment. Double immunostaining with the
CD24/Lysozyme confirmed that the SVF without CD11lb did not restore the stem cell
compartment. Using fluorescence-activated cell sorting, analysis of the epithelial cell
population by EpCAM showed that at day 7 post-irradiation the EpCAM* population was
significantly decreased (p<0.001) as compared with control mice. The SVF without CD11b
treatment did not significantly restore the EpCAM* population as observed in the SVF
treatment (Fig. 6E). To confirm the immunostaining analysis of the SVF and the SVF without
CD11b treatment on the stem cell compartment, we used the flow cytometry combination
previously reported (30) to identify intestinal stem cells (ISCs) with CD44, a select intestinal
epithelial crypt cell marker, CD24 and CD166 excluding transient-amplifying and some
progenitor cells. A significant decrease of CD44*CD166™MedCD24™ population (4-fold,
P<0.001) was observed at 7 days post-irradiation as compared with control mice. SVF
treatment enhanced significantly (3-fold; p<0.001) this population as compared with

irradiated mice, whereas SVF without CD11b treatment was not effective on this population.

We next examined the effect of SVF without CD11b treatment on immune cell population at
day 7 post-irradiation. Unlike SVF treatment, flow cytometry analysis showed that SVF without
CD11b significantly decreased the neutrophils and the ¢cDC2 population and enhanced the

CD8" induced by irradiation (P<0.001) in the lamina propria (Fig. 7A). Very interestingly, SVF
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without CD11b treatment reduced significantly the CD11b*Ly6C*CCR2*, P2 and P3 population
as compared with SVF treatment, resulting in absence of restoration of the CD11b*Ly6C
MCHII*F4/80* population (Fig. 7B). Real time PCR analysis revealed the maintaining of the IL-
1B and IL-6 overexpression in ileum of SVF without CD11b treated mice comparable to
irradiated mice despite overexpression of IL-1rn (Fig. 7C). Together, these findings showed
that in the absence of the CD11b* population in the SVF, the treatment loses its efficiency for
stem cell compartment restoration, reducing survival. The presence of the CD11b* population
in the SVF enabled an increase of the Ly6C* pool in the intestine, which finally restored the

pool of macrophage population in the intestine.
Discussion

The use of SVF from adipose tissue is safe, easily accessible, and compatible with rapid
therapeutic countermeasures. Our previous study investigated treatment with SVF to
mitigate the GIS (3). We showed that the intravenous injection of SVF stimulated the
regeneration of the epithelium and restored the cell populations in the ISC compartment,
increasing survival. Furthermore, due to its heterogeneous cellular composition and the still
unknown effects between SVF and the host tissue and the specific role of the cells contained
in the SVF, defining the mechanisms of therapeutic efficacy is a challenge. As we previously
identified an anti-inflammatory potential of the SVF for the GIS (3) we firstly focused this work
on the SVF role in the host immune cell pool and phenotype. Our results unveiled a key role
of monocytes in the efficiency of SVF. Unexpectedly, SVF treatment enhanced the number of
inflammatory CCR2*Ly6C" classical monocytes in the intestine. Previous studies reported the
unsuspected role of inflammatory monocytes in controlling inflammation of abdominal
disease (12). Because intestinal resident macrophages were non-proliferative, in
inflammatory condition they were continuously replenished from inflammatory
CCR2*Ly6C" classical bone marrow-derived monocytes; this demonstrates the crucial role of
CCR2*Ly6C* monocytes for maintaining the adult tissue-resident F4/80MMCHII" macrophage
pool in the intestinal lamina propria (11). We showed that SVF treatment not only increased
the CCR2* monocyte pool in the intestine but accelerated the monocyte differentiation to
Ly6C non-classical monocytes through a well-known series of intermediaries (11) into
proresolving macrophages by down-regulating Ly6C, acquiring MCHII expression and

upregulating CX3CR1 and finally F4/80 expression. We observed an increase in the presence
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of P2 and P3 monocytes as early as one day post-irradiation in irradiated SVF-treated mice,
while only the P2 population appeared at day 7 in irradiated mice. In a model of Ly6C*
monocytes adoptive transfer, the appearance of a Ly6C"MCHII*CX3CR1™ (P2) population was
observed at day 2 in the inflamed intestine (14). This suggests that SVF treatment alleviated
rapidly the irradiation-induced blockage of monocyte differentiation into P2 and P3
phenotype. In the inflamed intestine, the maturation process of the P2 population was
interrupted from progressing to P3 monocyte by inflammatory signals (11). The balance shifts
more towards an accumulation of Ly6C™CX3CR1™ cells that retain their pro-inflammatory
capacity by the secretion of inflammatory cytokines, including IL-12, IL-23 and IL-1pB, thereby
promoting type 1 T helper (TH1) and aggravating tissue damage. In this study, we observed
that the progression of monocyte differentiation into P3 monocyte promoted by SVF
treatment as early as 1-day post-irradiation was linked to down-repression of IL-1pB, IL-6, IFN-
vy and IL-23. Note that it was very recently suggested that the inflammation does not seem to
block monocyte differentiation, but rather drive monocytes to adopt an inflammation-specific
expression profile immediately upon entry into tissue (14). The transcriptional profile of

monocytes induced by SVF treatment will be further determined.

The Ly6CMCHII*CX3CR1*F4/80* macrophage dampened inflammation and promoted tissue
repair. As shown by both flow cytometry and immunostaining analysis, SVF treatment
restored the macrophage pool in the intestine, which was linked to phenotypical marker
expression of M2 macrophages (Argl, CD163 and MMP9) and upregulation of IL-10
expression, markers of proresolving macrophages. In the context of an inflamed tissue micro-
environment, the inflammatory monocyte population failed or delayed efficient transition to
F4/80*CX3CR1* macrophages (24), as we observed in irradiated mice. It is noteworthy that
macrophages adopt and converse their distinct functional phenotypes in response to the
micro-environment. Anti-inflammatory macrophages are known to be induced by Th2-
associated responses (31); at a very early stage, SVF treatment limited the Th1 response,
which may also promote the acceleration of macrophage maturation. In addition, CSF-1
signaling is also required for differentiation and maturation of macrophages from monocytes,
but also survival of both monocytes and macrophages. A blocking anti-CSF1R antibody
induced complete depletion of the macrophage population in the intestine, which disturbs

crypt homeostasis with aberrant Paneth cell differentiation and reduction of Lgr5* stem cells.
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This demonstrated the role of CSF1R-dependent crypt-associated macrophages in the control
of stem cell niche maintenance (32). SVF treatment restored the CSF1R-CSF1 expression,

which could also contribute to stem cell compartment restoration.

It was previously shown that CCR2 is required for monocyte migration from the blood into the
intestine (14) and CX3CR1 deficiency is linked to increased mortality after LPS injection (27).
Also, the severity of DSS-induced colitis in mice could be limited by the transfer of CX3CR1-
macrophages (33). Importantly, Chousterman et al. showed that CX3CR1 deficiency reduces
the adhesive properties of Ly6CM8" monocytes to endothelium in a kidney damage model
during sepsis (16), demonstrating that the CX3CR1 receptor is involved in monocyte adhesion
to the vascular wall; its absence leads to a reduction in inflammatory monocyte adhesion. In
this study, using KO CX3CR1 mice, we found that irradiation induced a more severe disease,
since 100% lethality was observed at day 9 post-irradiation and SVF treatment had no rescue
effect. Particularly, in KO CX3CR1 mice SVF treatment did not limit the inflammatory response
or restore the intestinal architecture. Note that the Paneth cell number per crypt remains
high in KO CX3CR1 mice after irradiation in the same manner, with and without SVF treatment
compared with control mice, while the Paneth cell number was reduced in irradiated WT mice
(3). Paneth cell hyperplasia has been linked to adaptive response of inflamed tissues, to
protect the site against infections. However, this response can be negative in KO CX3CR1 mice
as these hyperplastic cells contribute to an ill-adapted response to inflammation and in the
long term to tumorigenesis through the secretion of growth factors (34). Our findings showed
that in KO CX3CR1 mice, firstly in steady state, the CCR2* monocyte population remained low
as compared with WT mice. Although irradiation increased the CCR2* monocyte population in
the intestine, Ly6C differentiation remains blocked; SVF treatment did not abrogate this
blockage. These observations strengthen the previous study showing that Ly6C* monocyte
recruitment has a beneficial role against damage via a CX3CR1-dependent mechanism (16).

Consistent with this, we showed that CX3CR1 interaction was necessary for SVF efficacy.

Faced with the importance of monocytes in SVF efficiency for GIS and the fact that SVF
contains a non-negligible amount of monocytes and macrophages, their influence on GIS
mitigation was considered. Our SVF preparation contains a proportion of monocytes similar
to human SVF preparation (4) and rodent adipose SVF isolation (35). It was previously reported

that CD14" cells contained in the human SVF induced in vivo a robust angiogenesis where the
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angiogenesis function induced by SVF CD14* cells was higher than that induced by SVF-derived
MSCs (7) and CD11b* cells are required for the vascular function of SVF in inflamed tissue
conditions (35), suggesting that the presence of different cell types in the SVF might be
beneficial. These observations may confirm the key role of monocytes in repair. Our findings
showed that SVF lost its efficiency for survival and anti-inflammatory properties when the
CD11b* cells were depleted from the SVF, abrogating stem cell compartment restoration. Our
SVF isolation contains about 18% of CD11b* among the total life cells, with a prevalence of
Ly6C” monocytes (76%). SVF depletion, in particular of CD11b*Ly6C monocytes, significantly
reduced CCR2* monocyte recruitment, which led to defective Ly6C- monocyte maturation,
impairing the restoration of the Ly6CMCHII*CX3CR1*F4/80* macrophage pool. This
demonstrated the fundamental role played by CD11b*Ly6C monocytes in SVF efficiency and

the interplay between SVF monocytes and host monocyte populations.

Very interestingly, Ly6C" CX3CR1* monocytes have been demonstrated to be a source of potent
neutrophils activators, facilitating their recruitment (36). Inversely, different models of
neutropenia have provided evidence that monocyte extravasation and macrophage function,
notably their antimicrobial activity, depends on neutrophils and their secretion product (37).
An in vivo imaging study revealed that while migrating within microvasculature, monocytes
and neutrophils undergo cell-cell contact, whose interactions are increased by inflammation
(36). Here, we observed that in WT mice SVF treatment maintained the neutrophil recruitment
induced by irradiation at day 7 in the intestine and, in addition, the decrease of both Ly6C*
and Ly6C" monocyte populations seen with SVF without CD11b was linked to a decrease in
neutrophil population recruitment. These observations may give rise to the hypothesis that
neutrophil-monocyte interactions are probably required for SVF efficiency. In the past,
neutrophils have been generally linked to the exacerbation of tissue injury through ROS
release, but recent work revealed that neutrophil-monocyte cooperation performs key liver
repair functions, with ROS-triggered macrophage skewing toward a reparative phenotype
(38). An essential role of neutrophil was recently reported in a TLR5 mitigation of a lethal acute
radiation sickness (39). In the intestine, excessive neutrophil transmigration created a hypoxic
niche in the inflamed area, enhancing epithelial barrier function by increasing the survival of

goblet cells, which can form a mucus layer protecting the luminal bacteria (40).
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Earlier in this study, to our knowledge, we reported for the first time that SVF treatment
mitigates the GIS-involving immunomodulatory effect. SVF acts at several levels by increasing
the CCR2*/Ly6C* monocyte pool in the intestine and accelerating its maturation towards a
monocyte-macrophage able to promote the anti-inflammatory process and stem cell
compartment repair. We assert that cooperation between the monocyte in SVF and host
monocyte defining the therapeutic properties of the SVF is necessary to ensure the efficiency

of the SVF for the GIS.
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Figure 1: SVF treatment modified intestinal immune cells population after abdominal irradiation.
(A) Percentage of neutrophil (CD11b*Ly6G*) population in ileum of control and at day 1, 3, 7 post-
irradiation with or without SVF treatment. (B) Representative MPO immunostaining of the ileum
at day 7 post-irradiation with or without SVF treatment. Scale bar: 100 um. (C) Percentage of CD4*
and CD8" population. (D) Percentage of c¢DC1 (CD11b'CD11'CD103*) and cDC2
(CD11b*CD11*CD103*) population in ileum of control and at day 1, 3, 7 post-irradiation with or
without SVF treatment. The data are represented by mean + SEM (n=6) (E) Real-time-PCR analysis
of IL-1B, IL-1Rn, IFN-y, IL23a and IL-22 of isolated cell from ileal lamina propria. The comparative
threshold cycle (Ct) method was used, and the delta Ct comparison was used to compare gene
expression in cells. P values were calculated by ANOVA with Tukey correction; *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001 compared with the control group; #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 compared with the
irradiated group.
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Figure 2 : SVF treatment promotes recruitment and maturation of monocytes in ileum. (A) Strategy of
monocyte gating. (B,C) Percentage of CD11b*Ly6C*CCR2*, CD11b*Ly6C*MCHII" (P1), CD11b*Ly6C
MCHII*CX3Cr1™ (P2) and CD11b*Ly6CMCHII* CX3Cr1* (P3) among CD45" cells from ileal lamina propria of
control and at day 1, 3, 7 post-irradiation with or without SVF treatment. The data are represented by
mean = SEM (n=6). P values were calculated by ANOVA with Tukey correction; *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001 compared with the control group; #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 compared with the
irradiated group. (D) Representative immuno co-staining Ly6C (red), CX3CR1 (green) in the ileum at Day 7
post-irradiation with or without SVF treatment. Dapi stained nuclei (blue). Scale bar: 50 um.
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Figure 3: SVF treatment increase the pool of macrophage. (A) Percentage of CD11b*Ly6CMCHII*
F4/80* among CD45* cells from ileal lamina propria of control and at day 7 post-irradiation with or
without SVF treatment. The data are represented by mean + SEM (n=6). (B) Representative co-
staining of F4/80 (red) and CX3CR1 (green). Dapi stained nuclei (blue). Scale bars: 50 um. (C, D, E)
Real-time-PCR analysis of Inos, Argl, CD163, MMP9, IL-10, CSF1R, CSF1 of isolated cell from ileal
lamina propria. The comparative threshold cycle (Ct) method was used, and the delta Ct
comparison was used to compare gene expression in cells. P values were calculated by ANOVA with
Tukey correction; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared with the control group; #p<0.05;
##p<0.01; ###p<0.001 compared with the irradiated group.
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Figure 4 : CX3CR1 is required to mitigate irradiation damage by SVF. (A) Kaplan-Meier survival
analysis of KO CX3CR1 mice exposed to 18 Gy abdominal irradiation with or without SVF treatment.
KO CX3CR1 mice show reduced survival following abdominal irradiation with 100% mortality within
9 days. No significant difference between KO CX3CR1 irradiated and KO CX3CR1 irradiated and
treated SVF was observed. (B) IHC staining showing the expression pattern of CD24 (green),
Lysozyme (red) in ileum. Dapi stained nuclei (blue). The cross section shows the co-staining of CD24
and lysozyme in the KO CX3CR1 control mice and after irradiation with or without SVF treatment.
Scale bars: 50 um. The histogram shows an increase of the Paneth cell number at day 7 after
irradiation with or without SVF treatment in KO CX3CR1 mice. The data are represented by mean +
SEM (n=4-5). (C) Real-time-PCR analysis of IL-1B and IL-6 of ileal tissue. The comparative threshold
cycle (Ct) method was used, and the delta Ct comparison was used to compare gene expression in
cells. P values were calculated by ANOVA with Tukey correction; **p<0.001 compared with the KO
CX3CR1 control group; ##p<0.001 compared with the KO CX3CR1 irradiated group; Sp<0.01
compared with the WT control group.
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Figure 5 : Recruitment and maturation of leucocytes in irradiated KO CX3CR1 mice after SVF
treatment. (A) Percentage of neutrophil (CD11b*Ly6G*) population (B) Percentage of
CD11b*Ly6C*CCR2*, CD11b*Ly6C*MCHII= CX3Crl® (P1), CD11b*Ly6CMCHII*CX3Cr1™ (P2),
CD11b*Ly6CMCHII*CX3Cr1* (P3) and CD11b*Ly6CMCHII* F4/80* among CD45* cells from ileal
lamina propria of WT and KO CX3CR1 control and at day 7 post-irradiation with or without SVF
treatment in KO CX3CR1 mice. (C) Representative immuno co-staining F4/80 (red), CX3CR1-GFP
(green) in the ileum at day 7 post-irradiation with or without SVF treatment in KO CX3CR1. Dapi
stained nuclei (blue). Scale bar: 50 um. The data are represented by mean + SEM (n=4-5). P values
were calculated by ANOVA with Tukey correction; *p<0.01; **p<0.001 compared with the KO
CX3CR1 control group; #p<0.01; ##p<0.001 compared with the KO CX3CR1 irradiated group;
$p<0.01; S$p<0.001 compared with the WT control group.
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Figure 6 : Depletion of CB11b* in SVF alters SVF mitigation. (A) Visualization of GFP* SVF cells (green) within
ileum from irradiated-GFP-SVF treated mice at day 1, 3, 7. The stem cell compartment in crypts was identified
via CD44 immunostaining (red) and cell nuclei by Dapi (blue) (B) Strategy of CD11b gating and FACS analysis of
SVF-depleted CD11b (C) Kaplan-Meier survival analysis of WT mice WT exposed to 18Gy abdominal irradiation
with or without SVF treatment depleted or not of CD11b, *p<0.01 Log rank (Mantel-cox test). (D) IHC co-
stained with CD24 (green) and Ki67 (red) to identify the presence of proliferative cells in the intestinal stem
cells compartment and IHC co-stained with CD24 (green) and Paneth cell (red) at day 7 post-irradiation of
control mice and in irradiated mice with SVF depleted or not of CD11b. Dapi stained nuclei (blue). Scale bars:
50 um. (E) Fax analysis of intestinal stem cells compartment (ISC). Fax analysis of EpCam population identifying
the epithelial cell population and CD44, CD24, CD166, combination for ISC population at day 7 after irradiation
with or without SVF treatment depleted or not of CD11b. The data are represented by mean + SEM (n=5-6). P
values were calculated by ANOVA with Tukey correction; *p<0.01; **p<0.001 compared with the WT control
mice; #p<0.01; ##p<0.001 compared with the WT irradiated mice; $$p<0.001 compared with the WT
irradiated treated SVF mice.
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Figure 7 : Depletion of CB11b in SVF modifies intestinal immune cells population. (A) neutrophil
(CD11b*Ly6G*), cDC1 (CD11b'CD11*CD103*) and cDC2 (CD11b*CD11*CD103*), CD4* and CD8*
population. (B) Percentage of monocytes phenotype CD11b*Ly6C*CCR2*, CD11b*Ly6C*MHCII®
CX3Cr1 (P1), CD11b*Ly6C MCHII*CX3Cr1™ (P2), CD11b*Ly6C MCHII*CX3Cr1* (P3) and CD11b*Ly6C
MCHII* F4/80" are analysis among CD45* cells from ileal lamina propria of control and at day 7 after
irradiation with or without SVF treatment depleted or not of CD11b. The data are represented by
mean * SEM (n=6). (C) Real-time-PCR analysis of IL-1B, IL-6 and IL-1Rn of ileal tissue. The
comparative threshold cycle (Ct) method was used, and the delta Ct comparison was used to
compare gene expression in cells. P values were calculated by ANOVA with Tukey correction;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared with the WT control mice; #p<0.05; ##p<0.01;

###p<0.001 compared with the WT irradiated mice; $55p<0.001 compared with the WT irradiated
treated SVF mice.
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Axe 3 : Stimulation du compartiment cellule souche intestinal et
initiation de la régénération du compartiment épithéliale

Les résultats de cette étude obtenus dans le cadre du travail de thése sont en cours de

finalisation et feront I'objet d’un article a soumettre dans une revue a comité de lecture.

Objectifs :

Le deuxieme compartiment intestinal identifié comme cible de la SVF est le compartiment
cellule souche. Les cryptes de l'intestin sont le compartiment le plus radiosensible du tissu,
ainsi I'objectif de cette étude était d’évaluer I'effet de la SVF sur le compartiment cellule
souche. L'effet direct de la SVF sur le compartiment cellule souche a été caractérisé sur un
modele murin in vivo afin de définir les cellules cibles de la SVF et sur un modele d’organoides
in vitro pour caractériser les effets de la SVF sur la prolifération des cellules souches de la

crypte et les voies de signalisation pouvant étre impliquées dans la différenciation cellulaire.
Résultats :

Nous avons utilisé la technique de cytométrie en flux pour identifier les cellules du
compartiment cellule souche chez la souris apreés irradiation abdominale a 18 Gy avec et sans
traitement par la SVF. Nous avons montré que le traitement par la SVF induisait une
augmentation du pourcentage de cellules épithéliales sur toute la longueur de l'intestin a 7
jours post-irradiation en comparaison aux souris irradiées. Grace a la combinaison de plusieurs
marqueurs définissant le compartiment cellule souche, il a été mis en évidence une
augmentation significative des cellules CD44*CD166™M9CD24™Medc-Kit (décrites représenter les
cellules Lgr5*, cellules souches de la crypte) aprées le traitement a la SVF par rapport aux souris
irradiées. L’augmentation de cette population cellulaire est associée a une augmentation de

I’expression de Lgr5 tissulaire.

Afin de cibler I'effet direct de la SVF sur le compartiment cellule souche un modeéle ex vivo
d’organoides a été utilisé. Ces organoides sont issus de cryptes intestinales provenant de
souris irradiées a 18 Gy et co-cultivés 8 jours, le temps d'induire la signature de la régénération
en présence ou non de SVF. Les organoides formés a partir de souris irradiées sont moins

nombreux et restent avec un aspect cystique (forme immature des organoides), alors qu’en
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présence de SVF on observe la formation des bourgeons (forme mature des organoides) a 6
jours post-co-culture. Une analyse immunohistologique sur les organoides formés montre une
augmentation du nombre de cellules Ki67* (cellules en prolifération) dans les organoides
essentiellement colocalisées avec CD44 (marqueur du compartiment cellule souche). De plus,
la SVF induit l'augmentation de I’expression de Hesl (qui contréle a la fois l'auto-
renouvellement des cellules souches intestinales et la direction de leur différenciation) a
proximité des cellules de Paneth. YAP1 est impliqué dans la prolifération cellulaire et la
rupture de symétrie dans les organoides. L'immunomarquage dans les organoides témoins a
montré que YAP1 était largement cytoplasmique. En revanche, une augmentation des cellules
présentant une accumulation nucléaire de YAP1 a été observée dans les organoides en
présence de SVF par rapport aux organoides de souris irradiées et de souris témoins, reflétant
ainsi un état activé. Analyse de |'expression génique de YAP1, Notch et Atohl montre une
augmentation de leur expression dans les organoides apres traitement a la SVF, ce qui indique
une activation de ces voies moléculaires. Une augmentation du marqueur de progéniteur
cellulaire, Alpi, présent dans la partie supérieure de la crypte a été observée apres co-culture
en présence de la SVF par rapport aux cryptes irradiées, indiquant une initiation de la

différentiation.
Conclusion :

Cette étude a permis de confirmer que la SVF stimulait de fagon direct le compartiment cellule
souche. La SVF stimule notamment les cellules de Paneth ainsi que les cellules Lgr5*, en
mettant en place des voies moléculaires maintenant I’'homéostasie de la crypte. Cette
stimulation a permis d’initier la différenciation des organoides In Vitro et In Vivo la

régénération épithéliale de 'ensemble de l'intestin.

Des analyses Single cell sont en cours de finalisation et permettront d’apporter de nouvelles

informations concernant la signature de la stimulation de la crypte par la SVF.
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Effet direct du traitement par la SVF sur le compartiment cellule souche

Le traitement par la SVF agit sur le compartiment des cellules souches

Les cellules souches intestinales (CSI) résidant dans les cryptes sont essentielles pour I'auto-
renouvellement continu et la récupération rapide de I'épithélium intestinal. Récemment, nous
avons rapporté que le traitement par la SVF favorisait la régénération de I'épithélium intestinal
dans un modele murin de SGI radio-induit (Bensemmane et al.,2021). Ainsi, pour déterminer
si le traitement a la SVF agissait sur le compartiment des cellules souches et comme rapporté
(Wang et al.,2013), nous avons utilisé une stratégie de cytométrie en flux (FACS) pour
identifier les CSI avec le marqueur CD44, un marqueur de cellules épithéliales intestinales, le
marqueur CD24 et le marqueur CD166 qui excluent les cellules du compartiment de transition-
amplification et certaines cellules progénitrices (Fig.1A). Tout d'abord, aprés dissociation des
cellules intestinales, I'analyse en cytométrie d’EpCam, le marqueur du lignage des cellules
épithéliales, a confirmé que l'irradiation induisait une diminution significative de la population
EpCam et que le traitement a la SVF restaurait cette population 7 jours apres l'irradiation
(Fig.1B). L'analyse en cytométrie basée sur la combinaison des marqueurs CD44, CD24 et
CD166 pour l'enrichissement des CSI a montré une diminution de la population
CD44*CD166™M9CD24™med 7 jours aprés l'irradiation et que le traitement a la SVF permettait de
limiter significativement (p<0,001) la diminution de cette population. Comme précédemment
montré que les cellules Lgr5 du compartiment cellule souche n'expriment pas c-Kit et que la
population c-Kit* pourrait étre liée aux cellules de Paneth (Schmitt et a/.,2018), la population
CD44*CD166™eCD24™ed pourrait étre divisée en population c-Kit” et C-Kit*. L'analyse par FACS
a montré que le traitement a la SVF multipliait par 2 la population CD44*CD166™e¢CD24™medc-
Kit par rapport aux souris irradiées et restaurait ainsi ainsi le pourcentage de cette population.
L'analyse de I'expression génique de Lrg5 dans lintestin confirme une augmentation
significative (4 fois ; P<0,05) de son expression comparée aux souris irradiées (Fig.1C). Le
double marquage Lysozyme/c-Kit appuie les résultats de cytométrie (Fig.1D), ou aprés
traitement a la SVF les cellules de Paneth sont présentes au niveau de la crypte contrairement
au groupe irradié et présentent un double marquage indiquant que les cellules de Paneth

expriment cKit.
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Figure 1 : Le compartiment cellule souche est stimulé par la SVF. A) Stratégie de « gating » mise en
place pour I'analyse cytométrique B) Caractérisation des cellules épithéliales et des cellules souches
de l'intestin par cytométrie en flux. L'expérience a été réalisée sur n=6 souris WT pour chaque
condition. C) Quantification par PCR du taux d’expression du Lgr5 avant irradiation, 7 jours post-
irradiation, 7 jours apreés le traitement. L'expérience a été réalisée sur n=5 souris WT pour chaque
condition. D) Images représentatives du double marquage Lysosyme (vert) et Ckit (rouge).
Visualisation des noyaux par le Dapi (bleu). La valeur de P est déterminée par une analyse de
variance Anova et un test de Tukey * P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 vs Tem ; #P<0,05; ##P<0,01
vs Irr.

Le traitement par la SVF stimule la formation d'organoides intestinaux

Afin de confirmer la stimulation du compartiment cellule souche par la SVF, nous avons utilisé
un modele d’organoide ex vivo récapitulant le processus de régénération intestinale apres
irradiation. Les organoides ont été obtenus a partir de cryptes intestinales de souris irradiées
a 18 Gy et cultivées pendant 8 jours, le temps d'induire des caractéristiques d’une
régénération en présence ou non de la SVF (Qu et al.,2020). Les organoides formés a partir

des cryptes des souris irradiées sont moins nombreux avec un aspect cystique (forme

168



immature) (Fig.2A) et une paroi plus fine par rapport aux organoides de souris témoins qui
sont plus grands avec une paroi épaisse et ont formé des bourgeons (forme mature) (Fig.2B)

a 4-5 jours de co-culture.

o

Figure 2 : Evolution de la maturation des organoides. Images
représentatives A) un organoide immature a I'état de cyste a 6
jours post-irradiation B) un organoide formant des
bourgeonnements a 6 jours de culture provenant de souris
témoins. Photos prises en microscopie optique X 100.

Au 8&me jour de culture, les organoides provenant de souris irradiées et co-cultivés avec la
SVF présentent une morphologie comparable a celle des organoides provenant de souris non
irradiées (Fig.3A). La cinétique d’apparition des cystes et des bourgeons a confirmé que
I'irradiation maintenait les organoides dans un état cystique sur une période plus longue, avec
seulement 40 % des organoides formant des bourgeonnements a 8 jours de culture, contre 50
% des organoides en bourgeonnement a 4-5 jours pour les organoides des souris témoins
(Fig.3B). Lorsque les organoides provenant de souris irradiées ont été cultivés en présence de
SVF, 50 % des organoides sont en bourgeonnement a 6,5 jours. Il est important de noter que,
en comparaison aux organoides cultivés en présence de la SVF dans les conditions standards
de facteurs de croissances (Sato et al.,2009), les organoides cultivés avec la SVF et la moitié
de la concentration des facteurs de croissance présentent une accélération de la formation de
bourgeons par la SVF (50% de bourgeons a J6) par rapport aux conditions standard (50% de

bourgeons a l7).
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Figure 3 : Effet de la SVF sur le compartiment cellule souche in vitro. A) Images représentatives des
organoides prise par le systeme d’imagerie en temps réel « incucyte » avant irradiation, aprés
irradiation avec ou sans SVF + facteurs de croissances ou SVF Facteurs de croissances a la demi-
concentration. B) Evaluation du pourcentage de formations de cystes et de buddings des organoides
en fonction du temps. n=5 souris WT pour chaque condition. La valeur de P est déterminée par une
analyse de variance Anova et un test de Tukey * P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 vs Tem ; #P<0,05 vs
Irr.

La SVF agit sur le compartiment cellule souche au niveau moléculaire

Pour explorer la dynamique des cellules souches aprés le traitement par la SVF, I'expression
génique des marqueurs du compartiment cellule souche a été utilisée afin de définir une
signature moléculaire de I'efficacité de la SVF sur la prolifération des organoides. Les
marqueurs de cellules souches (Lgr5, Ascl2) et du compartiment « transcient amplifying cells »
(Olfm4) sont réprimés dans les organoides issus des cryptes de souris irradiées (Fig.4A, B). En
revanche, une surexpression d’environ 6 fois de ces marqueurs du compartiment cellule
souche (Lgr5, Ascl2), y compris le CD44 et des marqueurs compartiment « transcient
amplifying cells » Ofm4 (6 fois) et DCLK1 (15 fois) a été observée pour les organoides mis en

co-culture avec la SVF par rapport aux contréles et aux organoides irradiés.

170



0 ##

{B:3

CD44 expression (-Delta CT)
IS
H b
13
Lgr5 expression (-Delta CT)
IS
{C3
*
3
Ascl2 expression (-Delta CT)
‘ 5
b
1
Olfm4 expression (-Delta CT)
=]
{£h
H—
DCLK1 expression (-Delta CT)
a
{8
1
ik

s . 2 :
< 20
-8 T T T T 8 T T T T 1 T T T T 4 T T T T 3 € Rk
& & K & & ¢ & P & & s & & o”’i
¢ < é N £ &~ E P «
& & & & & & < € « & & N oo“\
c"o(‘ 00(' ® 0

Figure 4 : Les genes de la niche du compartiment souche sont surexprimés en présence de SVF.
Quantification par PCR en temps réel du taux d’expression dans les organoides A) des genes de
marqueurs du compartiment cellule souche intestinale B) des génes du compartiment de transition
cellulaire a partir d’organoides issue de cryptes d’iléon murins témoins, 7 jours post-irradiation, 7
jours apres le traitement SVF. L'expérience a été réalisée sur n=6 souris WT pour chaque condition.
La valeur de P est déterminée par une analyse de variance Anova et un test de Tukey * P<0,05; **
P<0,01 ; *** P<0,001 vs Tem; #P<0,05 ; ##P<0,01 ; ###P<0,001 vs Irr.

Au cours de la régénération épithéliale induite par un dommage, il a été montré que les
cellules souches intestinales exprimaient un marqueur de type feetal, Clu (Yui et al.,2018). La
présence de Clu est rare en condition d’homéostasie et est induit par des dommages intestinaux
via la voie de signalisation YAP1 (Ayyaz et al.,2019). Il en va de méme pour le marqueur de
reprogrammation Ly6a (Yui S et al., 2018). Dans les organoides de souris irradiées, aucune
modification significative de I'expression de Lya6, Clu et Yapl n'a été observée (Fig.5A). En
revanche, en présence de SVF, une augmentation significativement de leurs expressions a été
observée (p<0,05), en particulier pour Clu, une augmentation de I’expression de Clu de 19 fois

(p<0,001) par rapport aux organoides des souris controles et irradiées a été observée (Fig.5A).
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Figure 5 : Les génes signature de régénération épithéliale sont surexprimés en présence de SVF.
Quantification par PCR en temps réel du taux d’expression de Ly6a, YAP1 et Clu a partir
d’organoides issus d’iléon murins avant irradiation, 7 jours post-irradiation, 7 jours aprés le
traitement. L'expérience a été réalisée sur n=6 souris WT pour chaque condition. La valeur de P
est déterminée par une analyse de variance Anova et un test de Tukey *P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001 vs Tem; #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001 vs Irr.
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Outre la signalisation Yap, la voie Notch est également cruciale pour la prolifération et la
différenciation. Une surexpression de Notchl a été observée chez les organoides mis en co-
culture avec de la SVF (Fig.6A) associée a une augmentation de I'expression de Hes1 et Atohl,
des marqueurs de progéniteurs (Fig.6B) et a une normalisation du marqueur a la fois des
progéniteurs précoces et de différentiation entérocytaire Alpi (Fig.6C) en présence de SVF en

comparaison aux organoides de souris irradiées.
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Figure 6 : Les génes de différentiation épithéliale sont surexprimés en présence de SVF.
Quantification par PCR en temps réel du taux d’expression de A) Notchl B) Hesl et Atohl,
marqueurs de progéniteurs et C) Alpi (différentiation entérocytaire) a partir d’organoides issus
d’iléon murins avant irradiation, 7 jours post-irradiation, 7 jours apres le traitement. L'expérience
a été réalisée sur n=6 souris WT pour chaque condition. La valeur de P est déterminée par une
analyse de variance Anova et un test de Tukey *P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 Vs Tem; #P<0,05;
##P<0,01; ###P<0,001 vs Irr.

Il a été montré que le développement des cellules de Paneth dépendait du Colony Stimulating
Factor 1 (CSF1) (Hyun et al.,2009) soulignant I'importance des cellules de Paneth dans
I’'hnoméostasie de la crypte intestinal et de leur interaction avec les macrophages (Sato et
al.,2011). La présence du récepteur CSF-1R de ce ligand exprimé par les cellules de Paneth est
essentielle pour les interactions avec les macrophages (Chitu and Stanley,2006). L’analyse de
I’expression génique montre une augmentation significative de CSF-1R dans des organoides
issus de cryptes provenant de souris irradiées et traitées a la SVF par rapport aux organoides
issus de cryptes de souris irradiées (Fig.7). Ce résultat démontre que les organoides formés en

présence de la SVF peuvent interagir avec des cellules du systéme immunitaire.
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Le CD44 est exprimé dans les cellules souches intestinales et est reconnu comme contribuant
a la régénération de ces cellules souches (Liang et al., 2020). Pour confirmer |'effet direct de
la SVF sur la prolifération des cellules CD44 un co-marquage CD44/Ki67 a été réalisé sur les
organoides. L'analyse de I'immunofluorescence a montré la faible présence de cellules CD44*
Ki67* dans les organoides provenant de souris irradiées (Fig.8A). En revanche, la SVF a induit
une augmentation du nombre de cellules Ki67* dans les organoides et la plupart des cellules
étaient positives pour CD44. La faible présence de cellules possédant un double marquage
CD44/Ki67 observé dans les organoides contréles suggére que la SVF induit une forte activité

proliférative dans le compartiment de la crypte.

YAP1 est impliqué dans la prolifération cellulaire et la rupture de symétrie dans les organoides
permettant la formation des bourgeonnements (Serra et al.,2019). L'immunomarquage des
organoides controles a montré que YAP1 était largement cytoplasmique (Fig.8B). En revanche,
une augmentation du nombre des cellules avec une accumulation nucléaire de YAP1 a été
observée dans les organoides mis en co-culture avec la SVF par rapport aux organoides issus
de cryptes de souris irradiées et de cryptes de souris contréles, reflétant un état activé de

YAP1 induit par la SVF.

Il a été montré que Hes1, un effecteur de la voie Notch contréle a la fois I'auto-renouvellement
des cellules souches intestinales et le destin cellulaire lors de la différenciation. Hes1 permet
également de maintenir le microbiote afin de préserver I'noméostasie intestinale (Guo et
al.,2018). Dans les organoides provenant de souris contréles, I'immunomarquage a montré
gue Hes1 est exprimé dans les cellules souches épithéliales a proximité des cellules de Paneth,
le co-marquage avec le lysozyme permettant de localiser le compartiment des cellules souches

(Fig.8C). Dans les organoides mis en co-culture avec la SVF, I'immunomarquage de Hes1 est
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fortement augmenté et les cellules les plus positives pour Hesl sont localisées au niveau

supérieur de la crypte.
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Figure 8 : Les organoides expriment les marqueurs de la crypte. Images représentatives A) de la
prolifération cellulaire par les cellules souches de la crypte par le double marquage CD44 (vert), Ki67
(rouge) B) d’un marqueur de régénération YAP1 (vert) a proximité des cellules de Paneth visualisées
par le lysozyme (rouge) C) d’'un marqueur auto-renouvellement Hes1 (vert) et des cellules de Paneth
par le lysozyme (rouge) et C) d’un marqueur du compartiment « transcient amplifying cells » Olfm4
(vert) et des cellules de Paneth par le lysozyme (rouge). Visualisation des noyaux par le Dapi (bleu)
en microscopie a fluorescence x 100.

174



De maniere générale, I'analyse immunohistologique conforté par I'expression génique a
montré la présence de cellules en prolifération dans le compartiment cellule souche et que
les marqueurs clés associés a la régénération lors de dommage, notamment Yap1 (Fig.8B),
Hes1 (Fig.8C) étaient fortement exprimés dans les organoides en co-culture avec la SVF par
rapport aux organoides issus de souris irradiées. L’ensemble de I'activation de ces marqueurs
de régénération est associé a une augmentation de OIfm4 (Fig.8D), marqueur du

compartiment « transcient amplifying cells ».
Conclusion :

Cette étude a permis de confirmer que la SVF stimulait de facon direct le compartiment cellule
souche notamment les cellules de Paneth ainsi que les cellules Lgr5*, en mettant en place des
voies moléculaires maintenant ’lhoméostasie de la crypte. Cette stimulation a permis d’initier
la différenciation des organoides In vitro et In vivo la régénération épithéliale de I'ensemble

de l'intestin.
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Discussion
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L’exposition a de fortes doses de rayonnements ionisants, lors d’un accident ou d’un acte de
malveillance mais également dans le domaine médical pour la mise en aplasie en vue d’une
transplantation de moelle osseuse pour le traitement de leucémie entraine I'apparition d’un
syndrome gastro-intestinal. Ce syndrome peut rapidement mettre en danger la vie des
personnes exposées. Des contremesures médicales ont recu l'autorisation de la FDA,
cependant elles ne sont efficaces que pour le syndrome hématopoiétique radio-induit. Encore
actuellement, la prise en charge du syndrome gastro-intestinal radio-induit (SGI) fait face a un
mur thérapeutique. L'utilisation de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) a montré
avoir une efficacité dans un modele d’irradiation large volume chez la souris en stimulant la
régénération épithéliale intestinale et en inhibant I'apoptose (Sémont et al.,2010). Les CSMs
ont également montré avoir une efficacité thérapeutique sur la régénération épithéliale en
stimulant les cellules progénitrices de I’"hote dans un modele d’irradiation colique localisée
chez le rat (Sémont et al.,2013). Cependant, |"utilisation de CSMs implique une mise en culture
préalable avant l'injection ; ce qui limite leur utilisation dans le syndrome gastro-intestinal
radio-induit. En effet, la mortalité des victimes survient dans les 10 jours apres |’exposition
aux rayonnements ionisants, ainsi la SVF par son obtention rapide et sans une mise en culture
permet de s’affranchir de cette limitation, elle peut étre injectée en autologue le méme jour

suivant I'exposition.

La premiere étude menée sur l'utilisation de la SVF dans un modéle murin de syndrome
gastro-intestinal a montré une amélioration significative de la survie des souris, en réduisant
la perméabilité intestinale, limitant ainsi la perte de poids (Bensemmane et al.,2021). Les
analyses histologiques ont montré une stimulation de la régénération épithéliale en
promouvant de nombreux foyers d’hyperprolifération (Bensemmane et al.,2021). Ainsi,
Iutilisation de la SVF a prouvé avoir un intérét thérapeutique dans le SGI ; cependant, les
mécanismes d’actions de la SVF sont encore peu connus. Une étude a mis en avant le fait que
les composants de la SVF auraient des effets paracrines agissant avec I’'h6te, conduisant a la
réparation et a la cicatrisation, notamment et de fagon inattendue en sécrétant des taux
élevés d’IL-1B, IL-8, IL-15 et de faible taux de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10 et
I'lL-13 en comparaison aux CSMs dérivées du tissu adipeux, suggérant que la SVF peut

posséder des propriétés immunomodulatrices différentes des CSMs (Blaber et al.,2012),
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(Dykstra et al.,2017). En raison de sa composition hétérogene en cellules et des effets encore
inconnus sur les interactions entre les différentes cellules composant la SVF et entre la SVF et
le tissu hote, il est important de mieux connaitre le potentiel thérapeutique de chaque

composant cellulaire de la SVF.

Axe 1: Stimulation du compartiment cellules souches et initiation de la

régénération du compartiment épithéliale

La SVF a montré une efficacité thérapeutique sur la survie des souris dans le modeéle de SGI ;
cependant, I'identification des compartiments cibles du traitement est un élément important
afin de comprendre les mécanismes d’action de la SVF dans la réparation tissulaire. Le premier
compartiment clé mis en avant lors de nos travaux de recherche a été le compartiment cellule
souche intestinal, qui va initier la différentiation des progéniteurs appartenant au
compartiment de transition de I'axe crypte-villosité en cellules différenciées. La deuxiéme
cible est le systeme immunitaire intestinal, ce point sera développé plus loin dans la

discussion.
La SVF stimule le compartiment cellules souches par deux mécanismes possibles.

Le compartiment cellule souche de l'intestin appelé également crypte de Lieberkihn, est un
élément central dans la régénération épithéliale de l'intestin. Les résultats d’'une premiére
étude ont montré, apres l'injection intraveineuse de SVF une restauration de la barriere
intestinale qui se caractérise par une réduction significative de la perméabilité intestinale
favorisée par la reconstitution d’un épithélium et de jonctions serrées ZO-1 (Bensemmane et
al.,2021). L”analyse de la composition des cellules souches du compartiment de la crypte, par
cytométrie en flux, a permis de mettre en avant le fait que les cellules de Paneth et les cellules
Lgr5* étaient protégées et/ou stimulées par le traitement par la SVF des effets délétéres de

Iirradiation pouvant permettre d’initier la régénération épithéliale.

Cet effet pro-régénérant de la SVF pourrait aussi s’expliquer par un effet direct sur les cryptes
mais également par un effet indirect sur les cryptes. Les cryptes sont soumises a un micro-
environnement agissant sur les cellules souches déterminant leur destin cellulaire et

permettant leur auto-renouvellement (Morisson and Spradling,2008).
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Les deux voies de signalisation majeures de I'auto-renouvellement du compartiment cellules
souches de la crypte sont les voies Wnt et Notch (Van Es et al.,2012), (Van Es et al.,2015). Les
cellules de Paneth ont été décrites comme étant une source importante de ligands de Wnt et
de facteurs de croissance (Sato et al.,2011). Mais contrairement a leur dépendance commune
a la voie de signalisation Wnt pour maintenir I'homéostasie, les cellules souches de la crypte
et les cellules de Paneth présentent une activation par la voie Notch1 différente. Les cellules
de Paneth agiraient comme une « niche » pour les cellules Lgr5*. In Vitro, il a été montré que
lors d’'une déplétion en cellules de Paneth, une perte des cellules Lgr5* était observée (Sato et
al.,2011). Une étude a montré qu’aprés irradiation, les cellules de Paneth présentaient une
forte activité de la voie de signalisation Notch (Yu et al.,2018). Cette surexpression s’est
traduite par I'activation de nombreux génes cibles de la voie Notch notamment Hesl. La
délétion de Notchl ou l'inhibition chimique de la voie Notch réduit le nombre de cellules
souches de la crypte, mais a lI'inverse augmente le nombre de progéniteurs de cellules de
Paneth. La voie Notch pourrait représenter le "changement" du destin cellulaire entre les
cellules souches et les cellules de Paneth (Yu et al.,2018). In vivo et dans les modeles

d’organoides, I'inhibition de la voie Notch augmente la différentiation des cellules sécrétrices.

Dans notre étude, une diminution a la fois du pourcentage de cellules de Paneth et des cellules
du compartiment cellule souche (Lgr5*) a été observée aprés irradiation a 18Gy. Cependant,
apres traitement a la SVF ces cellules de Paneth sont plus nombreuses et semblent restaurées
ou « préservées ». De maniere intéressante, une augmentation significative du taux
d’expression de Notch1 chez les souris traitées a été observée par rapport aux souris irradiées,
ce qui pourrait permettre une stimulation des cellules a la base de la crypte. Une étude a
montré qu’aprées irradiation les cellules de Paneth se dédifférenciaient induisant une
augmentation des taux de Notchl (Yu et al.,2018), une autre étude a montré que les cellules
de Paneth se dédifférenciaient via I'activation de la voie Notch (Jones et al.,2019), ce qui
conforterait le fait que Notch soit plus exprimé apres traitement a la SVF par rapport au groupe

irradié.
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La SVF permettrait la régénération tissulaire en agissant sur les voies de signalisation.

Lors de dommages a l'intestin, la voie Hippo-YAP1 est la plus active sur I'inhibition de la voie
Wnt et Notch (Gregorieff et al.,2015) (Imajo et al.,2015). Une étude a montré qu’un Knock-
out de YAP en combinaison avec un traitement au DSS (Dextran sulfate sodium) entrainait une
perte de poids plus importante et un niveau d’apoptose plus élevé (Cai et al.,2010). Il a
également été montré dans un modeéle d’organoide que YAP1 agissait comme un « senseur »
de la régénération tissulaire lorsque que les cellules sont dissociées. La formation de cystes
(sphéres symétriques) est pilotée par une activation transitoire de Yap1 qui est a la genése de
I'initiation du processus de régénération. C’est le taux d’expression nucléaire de Yapl d'une
cellule qui va initier une inhibition de Notch.Ce qui va créer le premier événement de rupture
de symétrie dans la croissance des organoides permettant la différenciation et conduisant a
la formation de la premiére cellule de Paneth (Serra et al.,2019). Les cellules de Paneth
permettraient alors le retour a I’homéostasie en stimulant I'expression du Lgr5* par les cellules
voisines et recréant une niche propice pour les cellules souches avec la production de Wnt
(Serra et al.,2019). In vivo, une étude a montré qu’apreés irradiation chez la souris YAP1 avait
la capacité de reprogrammer les cellules souches Lgr5* en inhibant la voie Wnt, permettant la
stimulation de la régénération tissulaire (Gregorieff et al.,2015). Nos résultats sont en accord
avec I'ensemble de ces études, ou dans notre modele in vitro d’organoides la co-culture de la
SVF en présence de cryptes intestinales provenant de souris irradiées induit une augmentation
significative de l'expression de YAP1. L’analyse immunohistologique montre que cette
expression est présente sur une majorité de cellules formant I'organoide. Afin de renforcer
cette observation, I'utilisation de souris KO pour YAP1 dans le SGI pourrait apporter des
réponses quant au réle de YAP1 dans la stimulation de la régénération épithéliale aprés

I’exposition a de fortes doses de rayonnement ionisant (Figure 28).
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Figure 28 : Schéma illustrant le role de YAP dans la crypte. Crée avec Biorender.com basé sur I'article Li, V. S.
(2019). Yap in regeneration and symmetry breaking. Nature cell biology, 21(6), 665-667.

Ascl2 est un facteur de transcription cible de la voie Wnt, il est exclusivement retrouvé au
niveau des cellules situées au fond de la crypte (Lgr5*) chez la souris (Van der Flier et al.,2009)
et chez ’'homme (Jubb et al.,2006). Il a été notamment montré chez la souris que Ascl2 était
essentiel dans la régénération épithéliale dans un modele d’irradiation corps entier a 10Gy.
Une augmentation de la mortalité des souris déplétées en Ascl2 a été observée des 7 jours
post-irradiation. L'analyse du compartiment cellule souche a révélé un déficit des cellules
Lgr5* ainsi qu’une diminution de la prolifération du compartiment cellule souche associée a
une régénération épithéliale inefficace (Murata et al.,2020). Ces résultats sont en accord avec
nos travaux de recherche. En effet, une tendance a I'augmentation de I'expression génique de
Ascl2 a été observée aprés traitement a la SVF du SGI par rapport au groupe irradié. Ainsi, la
SVF pourrait stimuler la restauration des cellules souches de la crypte via Ascl2 et protéger
ainsi I'intestin des effets déléteres de l'irradiation a fortes doses. L'étude de Murata et al. a
également montré qu’Ascl2 serait impliqué dans la dédifférenciation des cellules de la crypte.
Pour valider cette hypothése, dans notre modeéle de SGI chez la souris, dépléter le gene Ascl2
permettrait de confirmer son réle dans le maintien de I'intégrité des cryptes intestinales apres
irradiation et permettrait de conclure si la SVF peut contrebalancer I'absence d’Ascl2 et ainsi
proteger toujours les cryptes malgré la déplétion d’Ascl2. L'utilisation d’'un modele
d’organoide de souris KO pour le géne Ascl2 pourrait également étre utilisé. De plus, une
étude a montré que lorsque Wnt était bloqué spécifiguement dans l'intestin, cela n’affectait
pas les cellules Lgr5* et les cellules de Paneth, indiquant qu’une autre voie se met en place afin

de compenser la perte de Wnt (San Roman et al.,2014). L'utilisation de souris génétiquement
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modifiée pour abolir la sécrétion de Wnt dans notre modeéle spécifique a I'irradiation pourrait

répondre a ce dernier argument.

La SVF stimulerait la régénération épithéliale via une action sur les cellules du compartiment

cellules souches : les cellules Lgr5* et les cellules de Paneth.

Dans cette these, il a été montré que l'irradiation diminuait significativement le pourcentage
de cellules de Paneth et de cellules Lgr5* ainsi que le pourcentage de cellules épithéliales. Ces
résultats sont en accord avec une étude qui a montré apres une analyse par la technique single
cell RNAseq de cryptes intestinales issues de souris irradiées corps entier a 12Gy, une
diminution du nombre de cellules de Paneth ainsi qu’une disparition a 90% des cellules Lgr5*
(Ayyaz et al.,2019). L’ablation des cellules Lgr5* a été associée a une diminution du nombre de
cryptes régénérantes altérant la régénération épithéliale aprés irradiation a 14 Gy et 10 Gy
(Metcalfe et al.,2013). En revanche, I'ablation des cellules Lgr5* en combinaison avec une
irradiation a plus faibles doses (1-2Gy) n’induisait pas de détérioration de I'architecture de
I'axe crypte-villosité. L’homéostasie de l'intestin peut étre conservée jusqu’a une certaine
dose de rayonnement ionisant en corps entier équivalant a 6 Gy (Metcalfe et al.,2013). Dans
notre modele, une augmentation a la fois de I'expression génique de LGR5 et du pourcentage
de cellules CD44*CD24™e¢CD166™MedcKit™ pouvant correspondre aux cellules Lgr5* ainsi que le
nombre de cellules de Paneth a été observée sur l'intestin aprés I'injection de SVF. L'effet
direct de la SVF sur le compartiment cellule souche a été observé in vitro sur le modeéle
d’organoide issu de cryptes murines irradiées. Nos résultats suggerent que la SVF stimulerait

ou protégerait a la fois les cellules Lgr5* et les cellules de Paneth apres irradiation a forte dose.

L’effet de la SVF sur le compartiment cellules souches utiliserait la dédifférenciation

cellulaire.

Le traitement au SVF a été associé a une prolifération des cellules de Paneth (cellules portant
Ki67) ainsi qu'a leur nombre par crypte. Il a été intéressant de noter la présence de cellules de
Paneth dans la "crypte supérieure" et que certaines de ces cellules étaient lysozyme*/Muc2*.
Ces cellules exprimaient des biomarqueurs de Paneth et de gobelets ce qui est le reflet de
progéniteurs bivalents de cellules sécrétoires ou de cellules intermédiaires pouvant suggérer

un processus de dédifférenciation (Smith et al.,2017).
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Il existe une population de cellules situées en position +4 quiescente et extrémement peu
représentée en condition d’homéostasie, mais lors de dommages a I'intestin, cette cellule est
capable de se « dédifférencier » et d’entrer a nouveau en cycle cellulaire afin de fournir une
réserve de cellules souches Lgr5* (Buczacki et al.,2013). Cette cellule nommée cellule souche
de réserve (revSC) exprime fortement clusterin (Clu). Aprés irradiation, les épithéliums
intestinaux déficients en revSC présentent une forte réduction de la prolifération, du nombre
de cryptes et de la longueur des villosités (Ayyaz et al.,2019). Le tracage de la lignée cellule
souche a montré que les cellules filles des revSCs CLU+ étaient les principales contributrices a
la régénération de I'épithélium intestinale dans les modeles d’inflammation aigué et
chronique. Ainsi les revSCs ont été identifiées comme un type de cellule a recyclage lent qui
apparait dans les intestins endommagés apres une signalisation dépendante de YAP1 pour
reconstituer les cellules souches Lgr5* et régénérer I'intestin (Ayyaz et al.,2019). Nos résultats
montrent une augmentation drastique et significative de I'expression du marqueur Clu
apres le traitement a la SVF. |l a été montré que ces cellules pouvaient proliférer et pouvaient
recoloniser I'épithélium intestinal (Ayvaz et al.,2019). Plut6ét qu’une stimulation d’une cellule
souche régénératrice résidente ou une plasticité cellulaire générale, |'expansion des revSCs
pourrait étre un mécanisme de régénération induit par la SVF. Cependant, de futures études

sur le tracage de cette cellule sont nécessaires afin de valider cette hypotheése.

Une étude a montré que le marqueur Alpi (Alkaline phosphate intestinal) permettait
d’identifier a la fois les entérocytes, mais également leurs précurseurs (Tetteh et al.,2016). II
a été montré que les cellules Alpi* ont la capacité de donner des cellules fonctionnelles Lgr5*
lorsque ces derniéres étaient déplétées. Les précurseurs entérocytaires qui sont hautement
prolifératifs et ont une durée de vie courte servent de grand réservoir potentiel de cellules
souches pendant la régénération de la crypte (Tetteh et al.,2016). La dédifférenciation de ces
cellules dépendrait du mode d’induction des dommages a l'intestin. Le taux d’expression
génique d’Alpi a une tendance a I'augmentation apres traitement a la SVF comparé au groupe
irradié ce qui peut sous-entendre que la SVF pourrait préserver I'épithélium intestinal en
stimulant la dédifférenciation de progéniteurs en cellules souches de la crypte, régulant ainsi
la perte des cellules souches consécutive a l'irradiation. D’autres études sont nécessaires afin
d’explorer cette hypothése dans le SGI, comme la réalisation de marquages en

immunohistologie sur des organoides issus de cryptes d’intestin de souris traitées ou irradiées.
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Une analyse par la technique de single cell RNA seg de cellules de la crypte provenant de souris
irradiées et traitées a la SVF pourrait également apporter des informations intéressantes sur

la signature de ces cellules Alpi.

Une injection de SVF issue de souris GFP a montré en immunohistologie la présence de cellules
GFP* au niveau des plaques de Peyer a 24 heures pos-irradiation puis localisées en bas des
cryptes a 7 jours post-irradiation. Les cellules retrouvées semblent étre des cellules souches
mésenchymateuses. Cette observation renforce I'hypothése que la SVF n’agirait pas
uniquement via la sécrétion de facteurs solubles mais également en ayant la capacité de
migrer au site lésionnel. La SVF est constituée de cellules immunitaires mais également de
cellules souches mésenchymateuses (Morris et al.,2015) (Klar et al.,2016). Les cellules souches
mésenchymateuses ont la capacité de migrer au site lésionnel en adhérant aux parois de
I’'endothélium (Schmidt et al.,2006), cependant la majorité des CSMs se retrouvent piégée au
niveau de la microvascularisation du poumon (Suillaro et al.,2016) ce qui expliquerait le faible
nombre de CSMs GFP* retrouvé dans les plaques de Peyer et a proximité des cryptes. En
migrant au niveau de l'intestin, les CSMs peuvent relarguer leur sécrétome afin de créer un
environnement favorable a la niche des cryptes. En effet, une étude soumise récemment pour
publication (2023) par Honorine Dushime et al. a montré dans notre modéle de syndrome
gastrointestinal radio-induit, qu’aprés une injection de CSMs d’origine foetale ces cellules

étaient présentes a proximité des cryptes 7 jours post-irradiation.

La plasticité des voies de signalisation et des cellules intestinales tels que les progéniteurs
ainsi que les cellules souches de la crypte permet a lintestin de trouver des chemins

favorisant la régénération épithéliale.

Dans notre modele de souris KO Cx3Cr1 traitées a la SVF aprés irradiation a 18 Gy, des cellules
de Paneth anormales ont été observées en immunohistologie. Ces cellules possédaient des
gros granules par rapport aux cellules de Paneth de souris contréle. Une étude a montré que
des souris mutées pour le gene Atg16L1, géne responsable de I'autophagie et exprimé par les
cellules de Paneth, possedent des cellules de Paneth avec des granules anormaux (Cadwell et
al.,2008). Cette mutation est également présente chez les patients atteints de maladie de

Crohn et induirait un stress endoplasmique au sein des cellules de Paneth. Cette étude avance
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qgue lI'inflammation intestinale pourrait émerger directement des cellules de Paneth lorsque
le gene Atg16L1 est muté (Adolph et al.,2013). Cette méme étude a montré que, a I'inverse la
présence du gene Atgl16L1 augmente I'autophagie dans les cellules épithéliale de l'intestin,
permettant I'amélioration de lI'inflammation intestinale en limitant I'activation de NF-kb.
Cette étude souligne I'importance du role des cellules de Paneth dans lI'inflammation. La
mutation du géne Atg16L1 n’est pas la seul responsable de I'apparition de cellules de Paneth
anormales puisqu’une observation similaire a été faite sur notre modeéle de souris KO Cx3Cr1.
Notre étude dévoile la possibilité d’'une étroite collaboration entre les cellules de Paneth et le
compartiment immunitaire. Des analyses poussées de la signature génique des cellules de
Paneth pourraient montrer des associations entre des cellules de Paneth anormales et la
radiopathologie du SGI et valider si les cellules de Paneth sont une des cibles de I'efficacité du

traitement par la SVF.

En résumé, la SVF permet d’initier la régénération épithéliale en passant par la stimulation du
compartiment cellules souches a travers différents processus et faisant intervenir différents
acteurs potentiels. D’aprés nos résultats la SVF semble agir directement sur les cellules
souches du compartiment cellule souche (cellules Lgr5) et les cellules présentes dans le
compartiment cellule souche (cellules de Paneth) en stimulant leur prolifération et
différentiation mais également sur les précurseurs et cellules dites « de réserve » (RevSC) de
la lignée épithéliale en induisant leur dédifférenciation. Le modele d’organoide montre que la
SVF agit sur les cryptes en modulant les grandes voies de signalisation des cryptes telles que

YAP, Wnt ou encore Notch.

Toutefois, le compartiment cellule souche n’est pas le seul compartiment cible de la SVF, lors
de ces travaux de these, un autre compartiment a été identifié comme jouant un réle majeur
dans l'efficacité thérapeutique du traitement lors d’'un SGI radio-induit. Il s’agit du

compartiment immunitaire.
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Axe 2 : L'immunité dans la réponse d'immunomodulation du SGI radio-induit

Le micro-environnement de la crypte est notamment constitué de cellules immunitaires
(Sehgal et al.,2018), et en particulier de macrophages. Il a été montré que le développement
des cellules de Paneth dépendait du Colony Stimulating Factor 1 (CSF1) (Hyun et al.,2009), un
régulateur de la survie, de la prolifération et de Ila différenciation des
monocytes/macrophages. Dans l'intestin, le récepteur CSF-1R de ce ligand est exprimé par les
cellules de Paneth et les macrophages (Chitu and Stanley,2006). Il a été montré que chez des
souris déficientes pour CSF-1 ou pour CSF-1R, le nombre de cellules de Paneth matures
diminuaient au sein de la crypte, cette diminution est associée a une réduction du nombre de
cellules Lgr5* (Hyun et al.,2009). Une étude a montré que le fait de bloquer le CSF-1R a 'aide
d’anticorps entrainait la déplétion d’une majeure partie des macrophages dans tous les tissus
et en particulier dans la lamina propria (MacDonald et al.,2010). L’ensemble de ces études
souligne a nouveau l'importance des cellules de Paneth dans I'homéostasie de la crypte

intestinal et de leur interaction avec les macrophages (Sato et al.,2011).

Une hypotheése serait que la SVF participerait a la régénération épithéliale en modulant les

macrophages de la lamina propria.
L’axe CSF-1R/CSF-1 nécessaire pour des interactions cellulaires.

La lamina propria de I'intestin contient d’'une maniére générale un pourcentage important de
macrophages, ce pool est renouvelé continuellement en condition inflammatoire par les
monocytes circulants (Zigmond et al.,2013), (Bain et al.,2014). Une étude a montré qu’aprés
un dommage a l'intestin, les macrophages étaient fortement présents a la base de la crypte,
et lorsque les souris sont déficientes pour le CSF-1, les dommages épithéliaux induits par le
DSS étaient exacerbés contrairement au groupe de souris contréle (Pull et al.,2005). Ces
résultats soulignent le role majeur de I'activation des macrophages dans la région de la crypte

pour la régénération épithéliale.

Nos travaux montrent une augmentation significative de I'expression génique de CSF-1R dans
des organoides issus de cryptes provenant de souris irradiées et traitées a la SVF par rapport
aux organoides issus de cryptes de souris irradiées. Ces résultats sont en accord avec les
études précédentes démontrant I'importance de la présence de CSF-1R pour la stimulation du

compartiment cellule souche. Ainsi, la SVF stimulerait I’expression de CSF-1R au niveau de la
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crypte soit sur les cellules de Paneth soit sur les macrophages associés a la crypte. Sur notre
modele d’organoide le blocage de CSF-1R au moyen d’anticorps anti-CSF-1R permettrait de
discriminer I'importance de la signalisation de CSF-1R sur I'une ou I'autre de ces cellules dans
la formation et la prolifération des organoides en dépit de la présence de SVF. Toutefois, une
étude a montré ne pas retrouver d’expression de CSF-1R sur les cellules de Paneth mais
uniquement au niveau des macrophages associés a la crypte (Sehgal et al.,2018). Dans cette
méme étude, la déplétion des macrophages par I'exposition aux anticorps anti-CSF-1R a
montré induire une rupture de I’homéostasie de la crypte impactant la différenciation des
cellules de Paneth et des cellules Lgr5* (Sehgal et al.,2018). Ces résultats suggérent que les
macrophages associés a la crypte sont absolument nécessaires afin d’assurer I’homéostasie
de cette derniéere. Selon Sehgal et al., I'association étroite entre les macrophages et la crypte
permettrait de contrebalancer les effets d’'une éventuelle perte des cellules de Paneth en
produisant des molécules favorables au maintien des cellules Lgr5*. De plus, toujours dans
cette étude, I'observation d’'une augmentation de I'expression des marqueurs des cellules en
position +4 aprés une exposition aux anticorps anti-CSF-1R souligne que ces cellules tentent

d’initier le réapprovisionnement des cellules Lgr5* malgré la déplétion en macrophages.

Toutefois, les facteurs produits par les macrophages associés a la crypte afin de maintenir un
support aux cellules de Paneth et aux cellules Lgr5* ainsi que les mécanismes précis sont
encore peu connus. Des études ont montré que les macrophages induisaient I'activation de la
voie de signalisation Wnt ce qui permettait d’initier la cicatrisation de la muqueuse intestinale
(Cosin-Roger et al.,2015), cette activation serait associée aux macrophages de type M2. Apres
irradiation, cette activation pourrait passer par la sécrétion de vésicules contenant Wnt
libérées par les macrophages (Saha et al.,2016). En effet, le blocage de la sécrétion de Wnt a
entrainé la déstructuration du tissu épithélial de lI'intestin augmentant la mortalité (Saha et
al.,2016). A contrario, I'utilisation de CSF1 en préclinique a été documentée comme
permettant d’initier la régénération épithéliale apres des lésions a I'organe notamment dans

le rein et le foie (Menke et a/.2009), (Alikhan et al.,2011, (Stutchfield et al.,2015).

Les macrophages intestinaux permettent de limiter lI'inflammation excessive a travers
différentes molécules et mécanismes cellulaires (Mowat,2018). Les macrophages pro-
inflammatoires de type M1 induisent la rupture des jonctions serrées endommageant ainsi la

barriere épithéliale (Cosin-Roger et al.,2013). La stimulation de la polarisation des
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macrophages de type M1 en macrophages de type M2 est une stratégie thérapeutique
innovante afin de réguler I'inflammation intestinale et de restaurer I’homéostasie du tissu (Du
et al.,2021). A la fois I'immunohistologie sur l'iléon et I'expression génique de cellules
immunitaires isolées de la lamina propria ont confirmé que le traitement par la SVF induit une
augmentation du taux d’expression des marqueurs exprimés par les M2 (Argl, CD206) dans

I'iléon, signe de la présence de macrophage de type 2 (Bensemmane et al.,2021).
La conversion des macrophages

Une question fondamentale concerne la provenance de ces macrophages de type 2. Est-ce
une conversion des macrophages résidents ou une infiltration de précurseurs de ces
macrophages ? Le pool intestinal de macrophage est renouvelé continuellement par les
monocytes circulants (Zigmond et al.,2013), (Bain et al.,2014). Nous avons montré que la SVF
augmentait le pourcentage de la population de monocytes CCR2* présents dans la lamina
propria par rapport au groupe irradié, et que ces monocytes vont progressivement perdre
CCR2 et Ly6C et exprimer Cx3Crl1*, jusqu’a donner des macrophages matures. Le pourcentage
de monocytes/macrophages CD11b*Ly6C CMHII*Cx3Crl* a 7 jours post-irradiation est
significativement augmenté apres le traitement a la SVF par rapport au groupe irradié; ce qui
signifie que la SVF en augmentant le pool de monocytes CCR2* permet I'augmentation du pool
de monocytes/macrophages Cx3Crl*. Une augmentation significative du taux d’expression
d’IL-10 des cellules immunitaires isolées de la lamina propria a été observée en association a

I’augmentation du pool de monocytes/macrophages CD11b*Ly6C CMHII*Cx3Cr1*.
La réaction inflammatoire serait pro-régénérante

La SVF permettrait la protection de la muqueuse intestinale en immunomodulant la réponse
inflammatoire par les macrophages d’une maniere dépendante du Cx3Crl et la production
d’IL-10. L’axe Cx3Cr1/Cx3CL1 joue un réle important au niveau de la lamina propria. |l a été
montré que I'absence de Cx3Crl induisait la diminution de I'IL-10, entrainant un déficit
d’activation des lymphocytes Tregs ce qui accentue les Iésions de la muqueuse (Hadis et
al.,2011). Il a été également mis en évidence chez les patients atteints de maladie de Crohn
gue la mutation du gene Cx3Crl accentue I'inflammation intestinale avec des manifestations
extra-intestinales (Leonardi et al.,2018). De maniére intéressante, une étude a montré que le

Cx3Crl permettait d’augmenter le nombre de monocytes CD11b*Ly6CM8"CCR2* adhérant a
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I’endothélium (Chousterman et al.,2016). Cette derniere étude appuie nos résultats ou la SVF
maintiendrait un pool constant de monocytes patrouilleurs CD11b*Ly6C CCR2Cx3Crl*
permettant d’augmenter le pourcentage de monocytes CD11b*Ly6C"8"CCR2* adhérant a
I’endothélium. L'utilisation de souris KO pour le gene Cx3Crl a montré la présence d’un faible
pourcentage de la population CD11b*Ly6C"8"CCR2* dans la lamina propria aprés le traitement
a la SVF; cette observation vient étayer le role fondamental du récepteur Cx3Crl dans le
recrutement des monocytes. Cette étude met en évidence que contrairement a toute attente
le recrutement de monocytes de type inflammatoire CD11b*Ly6CM&"CCR2* est nécessaire pour
la réparation tissulaire. Les monocytes Ly6C"&" jouent un réle « mitigateur » dépendant du
récepteur Cx3Crl durant la phase aiglie de l'irradiation. L'utilisation de molécules activatrices
du systéme immunitaire comme « mitigateur » de I'exposition aux rayonnements ionisants a
été précédemment étudiée et a montré une efficacité. Plus spécifiquement, 'administration
d’agonistes des Toll Like Receptors (TLRs), le LPS (pour le TLR4) ou la flagelline (pour le TLR5)
apres une irradiation colorectale accélére la réparation tissulaire associée a une augmentation
de la présence des macrophages de type 2 (Lacavé-Lapalun et al.,2013). L'entolimod (un
dérivé de la flagelline se fixant sur le TLR5) agit comme un puissant atténuateur des lésions
radio-induites, capable de réduire de facon substantielle (2 a 3 fois) et significative le risque
de déces lorsqu'il est administré en injection unique dans les 48 heures suivant une irradiation
|étale corps entier (DL50-75/40) et en |'absence de soins de soutien intensifs supplémentaires.
La réduction de la mortalité due au syndrome aigue d’irradiation induite par le traitement par
I'entolimod était associée a une réduction des dommages causés a la fois par le syndrome
hématopoiétique et le syndrome gastrointestinal et a une réparation tissulaire accélérée
(Krivokrysenko et al.,2015). Dans le contexte d’un traitement par thérapie cellulaire le
préconditionnement des CSMs avec de la flagelline augmente I'efficacité thérapeutique des

CSMs dans un modele d’irradiation colorectal (Linard et a/,2016).

La stimulation de la réaction inflammatoire contribue et accélere la réaction anti-
inflammatoire notamment par la production d’IL-10 qui induit la polarisation du macrophage
vers un type M2. Le blocage de I'lL-10 diminue la polarisation des macrophages en type M2
ainsi que I'efficacité thérapeutique (Koelink et al.,2020). Nos résultats confortent la notion
que l'influx de cellules immunitaires ayant un profil inflammatoire favorise I’accélération de

la réparation tissulaire.
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Possibilité d’une synergie cellulaire dans le traitement a la SVF

La synergie entre plusieurs cellules immunitaires contribue également a I'accélération de la
réparation tissulaire. Bien que les neutrophiles aient généralement été associés a
I'exacerbation des |Iésions tissulaires par leur libération de ROS, des travaux récents ont révélé
gue la coopération neutrophile-monocyte remplit des fonctions de réparation essentielles, ou
les ROS déclenchent |'orientation des macrophages vers un phénotype réparateur (Yang et

al.,2019).

Les neutrophiles recrutés au niveau tissulaire stimulent a leur tour le recrutement via leur
sécrétion les monocytes inflammatoires CD11b*Ly6CM8"CCR2* au site lésionnel (Soehnlein et
al.,2008). Lors de nos travaux, une augmentation du pourcentage de neutrophiles a été
observée apres traitement a la SVF. Apres déplétion des cellules CD11b* de la SVF une
diminution a la fois du pourcentage de neutrophiles et des monocytes CD11b*Ly6C"8"CCR2* a
été observée diminuant ['efficacité thérapeutique de la SVF sur la régénération du
compartiment cellule souche. Cette constatation souligne I'importance de la relation
neutrophile-monocyte inflammatoire dans la réparation tissulaire. Le blocage du recrutement
des neutrophiles pourrait confirmer le lien existant entre ces deux populations cellulaires dans

I’efficacité de la SVF.

D’autres cellules immunitaires pourraient interagir avec le compartiment de la crypte, comme
les Innates Lymphoids cells (ILCs). La SVF permettrait la régénération épithéliale en
immunomodulant I'lL-22, la cytokine signature des ILC3. Les ILCs sont des cellules
immunitaires résidantes de la lamina propria et sont également impliquées dans
I’'hnoméostasie du tissu intestinal (Artis and Spits,2015). Parmi les ILCs, les ILC3 se trouvent a
proximité des cryptes (Kanamori et al.,1996), (Aparicio-Domingo et al.,2015) et ont la
particularité d’exprimer le facteur de transcription RORyT qui est corrélé a leur action
sécrétrice d’'IL-22 et d’IL-17 (Sawa et al.,2010). Une étude a montré que les ILC3 étaient
activées a la suite de dommages a l'intestin, et qu’en absence de RORyT, dans un modele
d’induction de dommage a l'intestin par le méthotrexate, les ILC3 induisaient des dommages
au compartiment de la crypte alors que la présence de RORyT permettait aux ILC3 de protéger
les cryptes des dommages liés au méthotrexate (Aparicio-Domingo et al.,2015). Les ILC3 ont
la capacité d’interagir avec les cellules souches intestinales, les protégeant de I'invasion des

lymphocytes T (Hanash et al.,2012). Lors de nos travaux, |’évaluation de la présence d’ILC3 n’a
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pas été effectuée cependant I'expression génique de la cytokine « signature » des ILC3, I'lL-22
permettant la communication entre les ILC3 et les cellules souches des cryptes (Hanash et
al.,2012) a été évaluée. Le traitement a la SVF induit une augmentation significative du taux
d’expression d’IL-22 a 7 jours post-irradiation suggérant que les ILC3 ont pu étre stimulées par
le traitement a la SVF. De maniére intéressante, a 3 jours post-irradiation le taux d’expression
est tres élevé sans différence entre le groupe irradié et traité ce qui sous-entendant que les
dommages précoces liés a I'irradiation activent les ILC3. Uniqguement a 7 jours post-irradiation
la SVF maintient un taux d’expression d’IL-22 élevé permettant la préservation des cryptes des

effets associés a l'irradiation.

L’étude d’Aparico-Domingo et al., renforce ces résultats, en effet, le blocage de I'lL-22 par un
anticorps induit la perte des cellules souches intestinales, soulignant le réle d’IL-22 dans le
maintien de I’"homéostasie des cryptes (Aparicio-Domingo et al.,2015). Le mécanisme par
lequel I'IL-22 agirait sur les cellules souches intestinales passerait par I'expression du
récepteur de I'lL-22 sur les cellules de la crypte préservant la population des cellules Lgr5* et
ainsi la régénération épithéliale, un effet induit par la phosphorylation de STAT3 (Lindemans
et al.,2015). Il serait intéressant d’étudier par la technique de Western Blot I'expression de
STAT3 apres irradiation et traitement a la SVF afin de caractériser si cette voie de signalisation

est induite par la SVF.

Dans notre modele, les ILC3 pourraient également faciliter la réparation tissulaire par la
modulation de la voie de signalisation YAP; en effet, il a été montré que chez des souris

déplétées en ILC3 la signalisation YAP diminuait (Romera-Hernandez et al.,2020).

Le bénéfice de la présence de I'lL-22 sur la régénération de la crypte pourrait étre validé sur
le modele d’organoide irradié par des techniques d’immunohistologie sur I'induction de la
phosphorylation de STAT3 et de I'expression de YAP. De méme, des analyses par la technique
de single cell RNAseq apporteraient des informations sur la possibilité de relations entre les

cellules Lgr5* et les ILC3 via le récepteur de I'lL-22
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Nos résultats ont mis en évidence que I'efficacité du traitement par la SVF repose sur:

e Un recrutement des monocytes inflammatoires afin de constituer un pool
important de macrophages.

e Des interactions entre CCR2-Cx3CR1 afin de faciliter I'adhérence des monocytes
inflammatoires a I'’endothélium.

e Une accélération de la maturation des monocytes vers un monocyte-macrophage
capable de promouvoir le processus anti-inflammatoire et la réparation du
compartiment des cellules souches, probablement avec une implication de I'IL-10.

e La possibilité de synergies entre différentes cellules immunitaires (neutrophiles et
ILC) et les monocytes.

e Des stimulations de voies de signalisation impliquées dans la régénération de la

crypte différentes d’'une régénération homéostatique.

L’ensemble de ces critéres favorise le maintien de la niche des cryptes et protégent et/ou

stimulent les cellules souches intestinales des effets génotoxiques de l'irradiation.

Axe 3 : Les Facteurs pouvant influencer I'efficacité thérapeutique de la SVF

La SVF a montré une efficacité thérapeutique dans notre modeéle de SGI, cependant des
parameétres peuvent remettre en cause son efficacité. La fenétre d’injection de la SVF est un
parameétre important a connaitre vu le délai extrémement cours pour le traitement. Des
résultats préliminaires non présentés dans ces travaux montrent une perte de |'efficacité au-
dela de 24h post-irradiation. Par conséquent, la fenétre thérapeutique est un élément a

prendre en considération dans le traitement du SGI radio induit.

Dans le cas d’exposition accidentelle aux rayonnements ionisants a forte dose sur un large
volume la notion de fenétre thérapeutique est depuis longtemps prise en considération. Une
étude a montré qu’apres irradiation corps entier de 7 a 10 Gy chez la souris, un traitement
basé sur 'utilisation de thrombopoiétine dans le but de stimuler 'hématopoiese était efficace
en tant que radioprotectant (injecté avant l'irradiation) ou dans un délai tres rapide apres

Iirradiation. A 24 heures post-irradiation, la thrombopoiétine perd son efficacité
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thérapeutique (Mouthon et al.,2002). Une autre étude a également mis en évidence dans un
modele d’irradiation corps entier, que I'injection d’un agoniste du TLR5, la flagelline, agit en
protégeant les tissus radiosensibles de I'apoptose. Cette efficacité thérapeutique a été
observée lorsque la flagelline était injectée avant exposition et 24 heures post-irradiation

(Brackett et al.,2021).

La fenétre thérapeutique étroite observée dans un syndrome aigue d’irradiation peut
s’expliquer par la vague d’apoptose qui intervient de fagon précoce aprées l'irradiation. Une
premiére vague apoptotique visant les cellules souches de I'intestin survient entre 3 heures a
6 heures post-irradiation puis une deuxiéme vague a 24 heures post- irradiation avec un effet
12 fois plus important (Potten and Grant,1998). Dans cette méme étude de Potten et al. il a
été mis en évidence qu’a 48 heures post-irradiation, 'apoptose était localisée dans les régions
supérieures de la crypte vers la position +5. Le mécanisme de la mort cellulaire a été identifié
avec 30% de la mortalité des cellules souches avant les 24 premiéres heures et 60% apres 24
heures (Hua et al.,2012). Le SGI est en majorité la conséquence de la mort clonogénique des
cellules de la crypte intestinale qui impacte la ré-épithélialisation normale des villosités
intestinales. Le SGI est aussi caractérisé par une production excessive de cytokines pro-
inflammatoires qui reste encore trés élevée 7 jours post-irradiation (Bensemmane et
al.,2021). Un lien étroit entre I'orage cytokinique et l'initiation de I'apoptose a été décrit pour

certaines pathologies (Karki et al.,2021).

Nos études préliminaires semblent montrer que le traitement par la SVF n’est efficace que
lorsque I'orage cytokinique et I'apoptose ne sont pas exacerbés. Une des mesures serait de
combiner le traitement par la SVF a des agents ayant des propriétés anti-apoptotiques et anti-

inflammatoires afin de limiter 'amplification de ces effets.

Possibilité d’une combinaison thérapeutique

La plasticité des cellules joue un réle central dans la régénération et ainsi peut fournir de
nouvelles voies pour contréler les dommages. Les ligands de la voie Wnt/B-catenin sont des
facteurs critiques de la plasticité particulierement pour stimuler les signaux contribuant a
I'auto-renouvellement des CSI, a la prolifération et la différentiation. La voie Wnt est

fortement impliquée dans la régénération épithéliale apreés irradiation (Ashton et al.,2010).
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L'inhibition de la voie Wnt réduit la prolifération et altére ’homéostasie épithéliale (Valenta
et al.,2016) et inversement sa stimulation in vitro et in vivo induit la prolifération de
I’épithélium (Farin et al.,2012). La glycogene synthase kinase 3 (GSK3), une protéine kinase
constitutivement active, est le principal régulateur de la voie Wnt/B-caténine (Hedgepeth et
al.,1997). Il a été démontré que l'inhibition de la GSK3 augmente la niche de cellules souches
en stimulant la signalisation des cellules de Paneth et des cellules souches (Farin et al.,2012).
L'inhibition de la GSK3 par le lithium favorise la transcription médiée par la B-caténine, la voie
effectrice nucléaire de la signalisation Wnt (Snitow et al.,2021). Le lithium posséde la
particularité d’étre déja prescrit chez I’homme avec des effets secondaires minimes (fatigue,
sensoriel émoussé, diminution de la capacité de concentration urinaire). Une étude pilote
montre que le traitement par le lithium induit chez 67% des patients une rémission compléete
de la GVHD (avec restauration de la muqueuse) et une survie a plus d’1 an lorsque
I’administration de lithium commence dans les 3 jours consécutifs au diagnostic endoscopique
de la dénudation de la muqueuse épithéliale (Steinbach et al., 2017). Une étude récente a
montré |'efficacité du lithium dans la régénération intestinale dans un modéle de GVHD chez
la souris. Le traitement par le lithium a permis de stimuler les cellules Lgr5* ainsi que les
cellules de Paneth limitant la perte des cryptes intestinales (Koyama et al.,2023). Ces résultats
font que le ciblage de l'inhibition de la voie GSK3 est potentiellement une stratégie anti-

apoptotique pour potentialiser les effets de la SVF dans le SGI radio-induit.

L’efficacité thérapeutique pourrait dépendre de sa composition cellulaire.

D’autres parametres peuvent influencer l'efficacité thérapeutique de la SVF comme sa
composition cellulaire. Une étude a montré que selon I’endroit du prélévement de la SVF, sa
composition pouvait varier. La SVF préparée a partir du tissu adipeux blanc possédait plus de
progéniteurs hématopoiétiques et de macrophages lui conférant plus de plasticité par rapport
a la SVF préparée a partir du tissu adipeux brun (Prunet-Marcassus et al.2006). Soulignant que
pour un modele de pathologie donnée, les sites de prélevement de la SVF doivent étre

homogénéisés entre les études.

Les résultats de cette thése ont montré que lorsque la SVF était déplétée en cellules CD11b*,

celle-ci perdait son efficacité thérapeutique sur la réparation du compartiment cellule souche
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limitant la survie (30% de survie contre 70% avant déplétion). Une étude a montré chez la
souris, que les cellules CD11b* présentes dans la SVF sont nécessaires a la fonction vasculaire
de la SVF dans des conditions inflammatoires (Morris et al.,2015). Ainsi pour définir le
véritable potentiel thérapeutique de la SVF il est important d’évaluer séparément le potentiel
de chaque composant cellulaire qui a été identifié dans la SVF a ce jour. En effet, la
composition cellulaire de la SVF varie entre les études. Une étude avait montré que la SVF
humaine était composée de progéniteurs endothéliaux et de cellules souches
mésenchymateuses (Bourin et al.,2013). Dans une autre étude, le phénotypage montre 4
groupes de populations cellulaires : les cellules souches mésenchymateuses, les cellules
endothéliales, les cellules souches ainsi que les cellules souches hématopoiétiques (Klar et
al.,2016). Récemment, I'analyse phénotypique révele qu’elle était composée en majorité de
cellules souches mésenchymateuses (43,9%), de cellules endothéliales (6,1%), de leucocytes
comprenant majoritairement des monocytes/macrophages (16,4%) et des lymphocytes
(13,6%) (Magalon et al.,2019). Chez la souris, la composition de la SVF ne varie pas
significativement de celle de ’'homme. Elle est composée de cellules endothéliales (25%), de
cellules myéloides (22%), les cellules CD45* représentant environ 20% de la population totale

cellulaire (Morris et al.,2015).

La variabilité observée entre les différentes études s’explique par la diversité des marqueurs
portés par les cellules ; il n’existe pas de marqueurs uniques par catégorie de cellule, cela
souligne le besoin de standardiser un set de marqueur afin de pouvoir comparer les efficacités
thérapeutiques de la SVF entre les études (Ramakrishnan and Boyd ;2018). Plusieurs études
se concentrent sur le développement d’un isolement de la SVF automatisé ou semi-

automatisé pour standardiser l'utilisation de la SVF (Hanke et al.,2016).

Dans le contexte du SGlI, la graisse prélevée pourrait se localiser dans un territoire irradié ;
ce qui pourrait modifier potentiellement sa composition cellulaire. Le maintien de I'efficacité

thérapeutique devra étre valider dans cette condition.

Une autre problématique pourrait émerger et influencer I'efficacité thérapeutique de la
SVF, il s’agit de la SVF provenant de patients obéses ou immunodéficients. En effet, il est
admis que l'obésité induit une accumulation de macrophages dans le tissu adipeux. Ces
macrophages de type M1 sont associés a une inflammation chronique en produisant des

molécules pro-inflammatoires (Subramanian and Ferrante,2009). Une étude a montré que la
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SVF isolée de patients obéses a un ratio monocytes/macrophages faussé avec un taux de
macrophages M1 élevé par rapport aux sujets non obéses (Silva et al.,2015). Cette
modification de la composition pourrait exercer une influence sur I'efficacité thérapeutique
de la SVF. Expérimentalement, 'efficacité thérapeutique de la SVF isolée de souris obéses
pourrait étre évaluer sur notre modeéle de SGI. L'utilisation de souris NOD/SCID pourrait
également étre intéressant pour évaluer |'efficacité thérapeutique de la SVF issue de sujets

immunodéficients.

La conservation de la SVF pouvant diminuer sa qualité est un parametre non négligeable.
Peu d’études ont rapporté le phénotype de la SVF lorsqu’elle est conservée dans le temps
avant l'injection. Les études se sont principalement concentrées sur le rendement d’obtention
de la SVF ainsi que sur I'expansion des CSMs issues du tissu adipeux (Matsumoto et al.,2007),
(Carvalho et al.,2011). Une étude de Svalgaard et al. s’est intéressée a comparer la
composition cellulaire de la SVF lorsqu’elle est stockée de 2 a 48 heures apres son prélevement
a température ambiante et a 4°C. A la température ambiante, la conservation des monocytes
est le plus impacté avec la présence d’un pourcentage d’environ 18% a 2 heures apres le
préléevement qui chute a 6% a 8 heures apres le prélevement. Lorsque I'on compare le
pourcentage de monocytes a 4°C celui-ci ne varie pas drastiquement dans le temps, passant
de 6% a 8 heures a 4% a 24 heures post-prélevement. Cependant, de maniéere surprenante les
lymphocytes T CD4* ne sont pas affectés dans le temps. La population des cellules souches
dérivant de la SVF diminuent également dans le temps passant de 66% a 2 heures a 48% a 48
heures post-prélevement. Le stockage de la SVF impacte également la capacité proliférative
des CSMs du tissu adipeux apres leur mise en culture (Svalgaard et al.,2020). Cette étude met
en avant a la fois I'effet de la température et du stockage sur la qualité de la SVF qui impactent
son efficacité thérapeutique. Ces deux conditions limites de conservation de la SVF
(température et délai de stockage) pourront étre évaluée sur notre modele de SGI dans le

contexte d’assurer une logistique pour un traitement d’'un nombre important de patients.
La technique d’isolement peut impacter le rendement d’obtention de la SVF.

Il existe deux techniques d’isolement de la SVF : mécanique et/ou enzymatique. La technique
mécanique consiste en des vibrations du tissu adipeux, centrifugation et des lavages du
lipoaspirat dans un automate fermé (Aronowitz et al.,2015). La technique enzymatique qui

utilise de la collagénase est considérée comme le « gold standard » afin d’isoler la SVF
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(Ramakrishnan and Boyd,2018). Une étude a montré en comparant les deux techniques, que
lorsque la SVF est digérée enzymatiquement, la population de macrophages/monocytes
représente 23% comparée a 7% lorsque la SVF est isolée mécaniquement. Cependant, le
pourcentage de cellules CD45  par l'isolement mécanique est de 42% contrairement a la
digestion enzymatique ou le pourcentage n’est plus que de 20% (Tiryaki et al.,2020). Aucune
différence de viabilité cellulaire entre les deux techniques n’a été observée. En revanche, le
rendement d’obtention par la technique mécanique reste moins bon que celui par la
technique enzymatique. Les auteurs proposent d’associer les deux techniques (Tiryaki et
al.,2020). Pour notre étude, la technique enzymatique couplée a une dissociation mécanique
a été utilisée nous permettant d’obtenir un produit de thérapie cellulaire avec des populations
cellulaires proches des populations obtenues de la SVF humaine (Francois et al., 2021) et des

modéles murins (Morris et al.,2015).

Le rendement et la qualité de la SVF pourrait diminuer en fonction de I’dge et en fonction

du genre de l'individu.

Une étude a comparé la SVF de souris agées de 6-8 semaines représentant le groupe jeune et
des souris agées de 8-12 semaines représentant le groupe adulte. L’age des souris de 6-8
semaines correspondrait chez I’'homme a un age situé entre 20-30 ans tandis que I'adge des
souris de 8-12 semaines correspondrait chez I’'homme a un age situé entre environ 38-47ans.
Il a été montré que la SVF provenant de souris jeunes était composée d’un pourcentage
significativement plus haut de leucocytes, de cellules B, de cellules Tregs et de mastocytes en
comparaison aux souris adultes (Frazier et al.,2018). A age égal des souris (8-12 semaines) la
SVF des souris males contenait significativement plus de leucocytes et de progéniteurs
endothéliaux en comparaison aux souris femelles (Frazier et al.,2018). Ainsi, la composition
de la SVF semble étre modifiée en fonction de I'age et du genre de la souris. D’autres études
seront nécessaires afin de confirmer ces résultats, dans notre modéle seulement des souris

males ont été utilisées.
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Conclusion Générale

Le syndrome gastro-intestinal est en majorité la conséquence de la mort clonogénique des
cellules de la crypte intestinales. Le taux élevé d’auto-renouvellement des cellules souches
intestinales rend I'épithélium intestinal tres sensible aux fortes doses d’irradiation. Il est alors
essentiel d’atténuer les lésions associées a |'irradiation pour surmonter ce syndrome aigu. Le
traitement a la SVF a montré avoir une efficacité thérapeutique dans notre modele de
syndrome gastro-intestinal radio-induit, en stimulant les cellules souches du compartiment de
la crypte et en immunomodulant la réponse immunitaire associée aux effets liés a I'irradiation.
Deux compartiments cibles de la SVF ont été identifiés : le compartiment cellule souche et le

compartiment immunitaire.

La SVF permet d’initier la régénération épithéliale en stimulant le compartiment cellule
souche a travers différents processus et acteurs. Les mécanismes précis de la régénération
épithéliale par la SVF restent encore a étre clarifiés. Cependant, nous avons montré que la SVF
a une forte activité proliférative sur le compartiment cellule souche en augmentant les
populations de cellules souches et de cellules de Paneth favorisant la régénération épithéliale
avec un maintien de la barriére intestinale et de sa fonction. La régénération de la crypte est

associée a une stimulation des voies de signalisation YAP, Notch et Wnt de la crypte.

Il existe un lien étroit entre les cellules immunitaires et la régénération tissulaire. Nous avons
montré que la SVF agit a plusieurs niveaux. Elle induit une augmentation du pool de monocyte
et accélére leur maturation a acquérir le Cx3Cr1 pour finalement restaurer une population de
macrophage avec un phénotype anti-inflammatoire de type M2. Chez les souris dépourvues
de Cx3Cr1, le traitement par la SVF n’induit pas de recrutement de monocyte ce qui entraine
un déficit de la population de macrophages qui est associé a un maintien de I'environnement
pro-inflammatoire et un défaut de réparation du compartiment cellule souche altérant la
survie. De plus, la SVF stimule I’axe CSF1/CSF-1R permettant le maintien de I’homéostasie de
la crypte par les macrophages associés a la crypte. La SVF module également les populations
de cellules de I'immunité inné et permet la réduction de la réponse immunitaire de type Thl

induite par l'irradiation.
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Nous avons montré que les modifications cellulaires de la SVF impactaient I'efficacité
thérapeutique. La SVF déplétée en cellules CD11b* perd ses propriétés immunomodulatrices,

abrogeant la restauration du compartiment des cellules souches ce qui impacte la survie.

La coopération entre les monocytes présents dans le SVF et le monocyte hote définit les
propriétés thérapeutiques de la SVF nécessaires a son efficacité pour le syndrome gastro-
intestinal. L'utilisation de la SVF comme contremesure médicale dans le syndrome gastro-
intestinal radio-induit ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques encourageantes. Ce
traitement pourrait étre utilisé dans d’autres modeéles de pathologies comme les maladies

inflammatoires chroniques de I'intestin.
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Figure 29 : Schéma illustrant les effets de la SVF sur le compartiment immunitaire. Apres injection de la
SVF les macrophages résidents dans le tissu vont stimuler le recrutement des neutrophiles au site
|ésionnel, qui vont entrer dans le tissu et stimuler les monocytes pro-inflammatoires Ly6C*CCR2*.Les
monocytes vont entrer dans le tissu et maturer afin d’exprimer le Cx3Cr1 et donner des macrophages
permettant de stimuler le remodelage tissulaire. Les ILCs vont agir également sur le compartiment cellules
souches en sécrétant de I'lL-22. Crée avec Biorender.com
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