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Edmond des Papillons : Et dites-moi, qu'est-ce que vous fichez ici ? 
Marcel Pagnol : Rien, Monsieur. On était juste monté sur la colline. 
Edmond des Papillons : Quoi faire ? 
Marcel Pagnol : Pour voir. 
Edmond des Papillons : Hein ? 
Marcel Pagnol : Pour voir ce qu'il y a derrière. 
Edmond des Papillons : Ah, ah, ah, misère ! Depuis que l'homme est homme, 
c'est son idée fixe, savoir ce qu'il y a derrière. Alors, il fait la guerre, il fait 
des enfants, il fait des voyages et même il se fait curé, et tout ça pour voir ce 
qu'il y a derrière. 

 
Extrait de l’adaptation cinématographique réalisée par Yves Robert en 1990 
du roman de Marcel Pagnol, « La Gloire de mon Père », 1957. 
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ETUDE MECANISTIQUE ET FONCTIONNELLE DE LA SENESCENCE  RADIO -INDUITE 

DES CELLULES ENDOTHELIALES MICROVASCULAIRES  
 

  

 AVANT -PROPOS 

 

La radiothérapie concerne plus de la moitié des patients atteints du cancer. Cette thérapie 

est efficace mais implique néanmoins des effets secondaires indésirables sur les tissus sains. Il 

est donc crucial aujourd’hui de comprendre les mécanismes d’apparitions de ces effets 

secondaires afin d’améliorer les protocoles de radiothérapie et de mettre au point de nouveaux 

agents pharmacologiques. C’est ainsi que, maintenant depuis plusieurs années, l’équipe 

« Radiobiologie & Ciblage de l’endothélium » dirigée par le Dr François Paris au sein du 

Centre de Recherche en Cancérologie de Nantes-Angers (Inserm UMR6299), où j’ai effectué 

ce travail de thèse, décrypte les processus biologiques impliqués. Il a pu être notamment établi 

que le réseau vasculaire sanguin joue un rôle clé dans la réponse des tissus à l’irradiation. En 

effet, la mort cellulaire aiguë radio-induite des cellules endothéliales microvasculaires est 

contrôlée par un mécanisme dépendant de la voie du sphingolipide Céramide. En particulier, 

un pré-traitement par le sphingolipide Sphingosine-1-Phosphate (S1P) permet de bloquer cette 

mort cellulaire aiguë, et d’empêcher l’apparition de la toxicité radio-induite aiguë.  

Concernant les effets secondaires tardifs, leurs mécanismes d’apparition doivent être éclaircis 

et suggèrent la présence d’un stress chronique. Ces lésions surviennent chez 5 à 10% des 

patients traités par radiothérapie, ce qui est considérable, et sont difficilement prévisibles. Ils 

sont caractérisés par l’apparition de lésions tissulaires (fibrose radique, athérosclérose,…), où 

l’implication des vaisseaux sanguins peut jouer un rôle clé. Cependant, les mécanismes 

moléculaires doivent être encore clairement déterminés. Ainsi, mes travaux de thèse ont 

montré que les cellules endothéliales microvasculaires deviennent sénescentes à long terme 

après irradiation. La sénescence cellulaire se définit notamment par une morphologie 

cellulaire élargie et la sécrétion de molécules inflammatoires. Nous avons alors examiné les 

processus impliqués et mis à jour des perturbations fonctionnelles (activation, perméabilité) et 

l’expression de signaux de stress chroniques tels qu’un défaut de respiration mitochondriale, 

un stress oxydant mitochondrial, et une surexpression persistante de p53. L’inhibition de l’axe 

p53 ou l’utilisation d’antioxydant permet de réduire le niveau de sénescence. Ainsi, cibler ces 

axes pourrait contribuer à la réduction de la toxicité tardive liée aux radiations et à 

l’endommagement des microvaisseaux sanguins.  
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ETUDE MECANISTIQUE ET FONCTIONNELLE DE LA SENESCENCE  RADIO -INDUITE 

DES CELLULES ENDOTHELIALES MICROVASCULAIRES  
 

  

 INTRODUCTION  

 

I.  RADIOTHERAPIE &  RADIOBIOLOGIE  

A. Principes de la Radiothérapie externe 

1. Radiothérapie & Rayonnements ionisants 

 

Les derniers chiffres de l’Institut National du Cancer en 2011 rapportent 365500 

nouveaux cas de patients atteints du cancer en France, dont 207000 chez l’homme et 158500 

chez la femme. Cette même année, 147500 décès ont été recensés des suites de la maladie. 

Chez l’homme, le cancer est la première cause de mortalité, et les cancers les plus fréquents 

sont les cancers de la prostate, suivis des cancers du poumon et des cancers colorectaux. Chez 

la femme, le cancer est la seconde cause de mortalité, et les cancers les plus fréquents sont les 

cancers du sein, suivi des cancers colorectaux et des cancers du poumon. Bien que le taux de 

mortalité lié au cancer soit en régression, l’incidence des personnes diagnostiquées reste en 

augmentation. 

Le cancer est une maladie caractérisée par la transformation d’une cellule acquérant une 

capacité à se diviser indéfiniment ainsi qu’une insensibilité aux stimuli de régulation de la 

prolifération et de mort cellulaire. Les cellules cancéreuses, proliférant donc de façon 

anormalement importante, forment une masse tumorale altérant le bon fonctionnement de 

l’organe porteur, voire de l’organisme dans son ensemble, conduisant ainsi à l’engagement du 

pronostic vital du patient. En effet, ces cellules ont la capacité de détourner le métabolisme 

énergétique à leur avantage, appauvrissant la consommation énergétique du tissu sain 

environnant. Dans des stades avancés de la maladie, ces cellules peuvent acquérir la capacité 

à se disséminer au sein du même ou d’un autre organe, formant ainsi des métastases ou 

tumeurs secondaires. Pour cela, les cellules cancéreuses utilisent et conditionnent le 

microenvironnement tumoral qui les entoure, notamment en sollicitant la génération de 

néovaisseaux ou angiogénèse, et se désolidarisent de la masse tumorale par transition 

épithélio-mésenchymateuse, puis migrent et se réimplantent sur un autre site (Figure n°1 ; 

Hanahan, Weinberg, 2011). 
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La radiothérapie, avec la chimiothérapie et la chirurgie, est aujourd’hui un des 

principaux traitements du cancer.  

Historique – Les principes de bases de l’utilisation des rayonnements ionisants et de la 

radiothérapie ont été mis à jour avec la découverte des rayons X par Whilhelm Conrad 

Röntgen en 1895 et la réalisation des premiers clichés radiographiques, la découverte de la 

radioactivité γ émanant de l’uranium par Henri Becquerel en 1896, et la découverte de deux 

radioéléments, le radium et le polonium, par Marie Curie en 1898. Marie et Pierre Curie et 

Henri Becquerel recevront alors le prix Nobel de Physique en 1903 pour leurs travaux sur la 

radioactivité. Marie Curie recevra également le prix Nobel de Chimie en 1911 pour ses 

travaux sur le radium et le polonium. Ces découvertes majeures mettent à jour la capacité que 

certains éléments atomiques réagissent autrement que par réaction chimique. En effet, ces 

rayonnements sont dits « ionisants » car ils ont la capacité d’arracher les électrons de la 

matière, soit d’ioniser les atomes. 

De nombreuses tentatives d’utilisations thérapeutiques verront le jour aussitôt notamment par 

Danlos & Bloch en 1901, pour un traitement de lupus par le radium, et par Freund en 1903, 

qui rapporte la disparition d’un grain de beauté suite à l’utilisation de rayons X. Peu après, 

Bergonié et Tribondeau montrent que les cellules cancéreuses sont plus sensibles aux 

radiations que les cellules saines. Les premières apparitions d’effets indésirables sont 

également constatées rapidement, notamment par Becquerel lui-même qui constate une 

Figure n°1 : Caractéristiques du cancer. 
Adapté de Hanahan & Weinberg, 2011. 
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ulcération de sa peau qui fut en contact avec un tube de radium. Il sera également montré une 

radiosensibilité des cellules lymphoïdes. Le premier cas de fibrose pulmonaire radique sera 

décrit en 1922 suite à une tentative de traitement du cancer du sein par rayons X. C’est en 

1927 que Régaud montre que le fractionnement de la dose d’irradiation permet de réduire les 

effets indésirables sur la peau. (Bernier et al, 2004 ; Reed, 2011). 

 

Les rayonnements ionisants – De nos jours, quatre types de rayonnements ionisants sont 

principalement utilisés et ont des propriétés différentes : 

- Les rayons X et les rayons γ : Les rayons X et les rayons γ sont tout deux des 

rayonnements électromagnétiques constitués de photons, mais sont produits de façon 

différentes : le premier est le produit de transition électronique, le second est issu de la 

désintégration radioactive des noyaux des atomes. Ils sont de même nature que la 

lumière mais avec une longueur d’onde plus courte. Ceci leur confère une propriété de 

grande pénétration et leur permet de traverser des objets alors que la lumière reste 

bloquée. Ces rayonnements électromagnétiques sont de haute énergie, ainsi, ils ont la 

capacité de rompre des liaisons chimiques conduisant ainsi à l’altération de l’élément 

ciblé. Ils ont une portée de plusieurs centaines de mètres dans l’air, et peuvent être 

bloqué par du plomb ou une forte épaisseur de béton. 

- Le rayonnement ββββ : Les particules β sont des électrons (charge négative) de grande 

énergie, éjectées du noyau d’un atome. Elles ont une pénétration plus faible que les 

rayons X et γ mais plus forte que les particules α. Une feuille d’aluminium de 

quelques millimètres peut les arrêter. 

- Le rayonnement αααα : Les particules α (faisceaux de noyau d’hélium) émises par un 

atome radioactif ont une faible pénétration, une simple feuille de papier peut les 

arrêter. Elles n’ont pas d’électron et sont de charge positive. 

- Les neutrons : Ils sont indirectement ionisants et ont une pénétration dépendante de 

leur énergie. Ils peuvent être arrêtés par une forte épaisseur de béton, d’eau ou de 

paraffine. 

 

La quantité d’énergie que les rayonnements vont déposer dans le volume ciblé correspond à la 

dose de rayonnement délivrée. Elle s’exprime en Gray (Gy) soit une énergie de 1 Joule 

déposée dans 1 kilogramme de matière. 
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Contrairement à la chimiothérapie qui aura une action systémique, la radiothérapie 

cible un volume tumoral préalablement défini. Elle s’applique donc le plus souvent pour des 

cancers dits « solides » car localisés. Le but du traitement par radiothérapie, comme tout 

traitement génotoxique, vise à éliminer les cellules cyclantes dans cette zone.  

 

Il existe trois principales formes de radiothérapie : la radiothérapie externe, la plus courante, à 

laquelle se réfère ce travail de thèse ; la curiethérapie ; et la radiothérapie interne vectorisée. 

La radiothérapie externe – Cette procédure thérapeutique est employée seule ou en 

association avec d’autres traitements chez près de 50% des patients pris en charge. Par 

définition, la source des rayonnements est ici à l’extérieur du patient. Il s’agit généralement de  

d’accélérateurs linéaires produisant des rayons X et des électrons ou de source de radioactivité 

γ au cobalt 60.  

Récemment la radiothérapie externe a connu un essor technique majeur avec l’amélioration de 

la qualité de la balistique, permettant ainsi d’optimiser les doses délivrées au volume tumoral 

tout en préservant au maximum les tissus sains périphériques. En effet, on estime à plus ou 

moins 5%, qu’un sous-dosage peut entrainer une résurgence tumorale alors qu’un surdosage 

peut entrainer des complications cliniques. Ainsi sont apparus de nouveaux procédés tels que 

la radiothérapie conformationnelle 3D, la plus utilisée aujourd’hui et qui combine l’utilisation 

de l’imagerie médicale ; la radiothérapie à modulation d’intensité, qui permet de moduler la 

forme du faisceau pendant la séance de traitement ; et la radiothérapie stéréotaxique, qui 

utilise des microfaisceaux pour traiter de très petits volumes. (Source : Institut National du 

Cancer). 

Cependant, les tissus sains ne sont jamais totalement épargnés, il peut alors en résulter 

l’apparition d’effets secondaires (cf partie I-B). Ils apparaissent en majorité en cours ou en fin 

de traitement (effets secondaires aigus) mais peuvent aussi survenir après plusieurs 

mois/années post-traitement (effets secondaires tardifs). Leurs conséquences sont variables et 

peuvent au mieux, altérer la qualité de vie du patient, au pire, engager son pronostic vital. 

Le choix du protocole de traitement dépendra du type de tumeur, de son grade, de son 

volume, de sa localisation, et de son degré d’expansion. Classiquement, la dose totale à 

administrer ne se délivre pas en une seule séance mais par fraction de 2Gy/jour sur 

5jours/semaine. (Source : Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire). En effet, ceci 

repose sur le principe que les tissus sains tendent à se réparer plus vite que les tissus 

tumoraux. De plus, les cellules tumorales sont d’avantages sensibles aux radiations en phase 

de division. Le fractionnement permet donc à la fois de réduire les effets délétères aux tissus 
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sains et de les augmenter sur les tissus tumoraux, qui auront alors le temps de ré-entrer en 

cycle, (Clifton Ling et al, 2010). 

La radiothérapie peut avoir d’autres objectifs, notamment réduire des symptômes tels que la 

douleur. On parlera alors de radiothérapie symptomatique ou palliative. Egalement, elle peut 

être utilisée en « per-opératoire » en prévention d’une résurgence tumorale sur les tissus 

périphériques en marge du volume tumoral lors d’une tumorectomie. 

 

La curiethérapie – Cette procédure emploie une source radioactive sous forme de fils ou de 

tubes, placée à l’intérieur de la tumeur du patient pendant une durée fixée ou de façon 

permanente. Il s’agit principalement de source d’iridium 192 ou de césium 137. Elle se 

pratique sur des tumeurs accessibles et qui ne se répandent pas, (e.g. prostate). 

 

La radiothérapie interne vectorisée ou radiothérapie métabolique – Cette procédure utilise 

des radiopharmaceutiques et est appliquée en médecine nucléaire. Ce traitement peut être 

administré par voie orale ou par injection. Il va donc circuler dans le corps jusqu’à un organe 

cible. Dans le cas de la thyroïde en tant que cible, l’iode 131 peut être administré seul car il a 

un tropisme pour cet oragne, c'est-à-dire une affinité métabolique naturelle. Les radioéléments 

peuvent être aussi vectorisés c’est-à-dire associés à un vecteur tel qu’un anticorps monoclonal 

qui leur conférera une cible spécifique, on parle alors de radio-immunothérapie (RIT). 

 

2. Effets primaires des rayonnements ionisants 

 

Les rayonnements ionisants 

peuvent avoir une action directe ou 

indirecte, (Figure n°2). Les effets 

directs consistent en une ionisation 

directe de l’atome impacté. Les 

effets indirects consistent en la 

radiolyse de l’eau. Les cellules 

animales étant constituées d’eau à 

80%, les effets indirects sont 

majoritaires. Dans ce cas, les 

rayonnements ionisants vont 
Figure n°2 : Principes des effets direct et indirect des 

rayonnements ionisants. 
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exciter et ioniser les molécules d’H2O, conduisant ainsi à la formation de radicaux libres et de 

molécules. Ces événements sont extrêmement rapides et occurrent dans un lapse de temps de 

l’ordre de la femto- à la microseconde, (Figure n°3). Les espèces générées, comprennent des 

espèces réactives de l’oxygène ou ROS (pour Reactive Oxygen Species), notamment : HO•, 

O2
•-, H2O2, etc… S’il existe un niveau basal de ROS endogènes dans la cellule qui permet une 

signalisation moléculaire essentielle, le niveau élevé de ROS générés lors des radiations aura 

un impact autrement plus délétère. Ils ont une forte réactivité avec les constituants biologiques 

(acides nucléiques, lipides, protéines) et créent un stress oxydant. Ils peuvent induire la 

cassure de liaison entre atomes, et par conséquence une altération des molécules, (Scholes et 

al, 1953 ; Collinson et al, 1960 ; Azzam et al, 2012). 

Figure n°3 : Evènements primaires de la radiolyse de l’eau. 
Adapté de Azzam et al, 2012. 
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3. Effets biologiques des rayonnements ionisants 

a Impacts structurels & biochimiques 

i. Noyau & ADN 

 

L’irradiation est capable d’engendrer une altération de la morphologie du noyau et de 

l’ADN. Il a été observé un élargissement visible dès les 30-60 premières minutes suivant 

l’irradiation et pouvant perdurer jusqu’à plusieurs jours/semaines, ainsi qu’une dilatation de la 

membrane nucléaire, (Montgomery et al, 1965 ; Somosy, 2000). Les altérations de la 

chromatine peuvent être observées sous forme d’agrégats. L’irradiation peut aussi engendrer 

des aberrations chromosomiques telles que des délétions et des translocations, pouvant 

conduire à une instabilité génomique. Les dommages de l’ADN ont un impact prépondérant. 

Ils surviennent sous différentes formes, (Figure n°4 ; Hoeijmakers, 2001) : 

Les cassures double-brin – Les deux brins sont rompus, ce sont les dommages les plus 

délétères. S’ils sont non-réparés, ils entrainent la perte définitive de l’information génétique 

concernée. Il existe deux types de réparation. La première est la Recombinaison Homologue 

(RH) qui permet une réparation fidèle mais nécessite la présence de la chromatide sœur 

(phase S/G2). La seconde est la Jonction d’Extrémités Non-Homologue (NHEJ), qui est 

majoritaire et permet la ligature des deux brins rompus mais peut toutefois donner lieu à des 

erreurs ou à une mutation du gène concerné. La réparation des cassures double-brin survient 

rapidement. Le pic de signalisation des dommages survient généralement autour de 30 

minutes/1 heure post-radiation et décroit au fur et à mesure de la réparation, (Kato et al, 

2008 ; Martin et al, 2013). 

 

Les cassures simple-brin – Un seul brin est rompu. La réparation des cassures simple-brin 

s’exécute généralement rapidement par le processus de Réparation par Excision de Base 

(BER). Or, si elle est mal exécutée ou altérée à nouveau, elle peut conduire à une cassure 

double-brin, (Caldecott, 2008). 

 

Altérations des bases – Les bases peuvent être oxydées, altérées, voire pontées (« cross-

link ») entre elles. La réparation de ces dommages survient généralement rapidement par 

processus de BER. Les pontages inter-brins peuvent nuire à la réplication, s’ils sont mal 

réparés, ils peuvent également conduire à l’apparition d’une cassure double-brin 

(Niedernhofer et al, 2004 ; Ding, Greenberg, 2007). 
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ii.  Membranes plasmiques & Constituants lipidiques 

 

Les bicouches lipidiques formant les membranes plasmiques sont composées de 

phospholipides (phosphoglycérides, sphingolipides, glycosyl-phosphatidyle inositol), de 

cholestérol, et de protéines périphériques ou transmembranaires organisées au sein de 

domaines lipidiques. L’altération des membranes après irradiation aura, tout comme 

l’altération de l’ADN, un impact majeur sur la cellule. Ces caractéristiques ont pu être 

identifiées en partie grâce à l’utilisation de vésicules lipidiques ou de membranes 

d’erythrocytes, (Grzelinska et al, 1979 ; Benderitter et al, 2003). L’irradiation induit 

notamment une peroxydation des lipides, des modulations du métabolisme des sphingolipides, 

et une réorganisation des microdomaines de la membrane. 

Figure n°4 : Les différents types de dommages de l’ADN. 
Adapté de Hoeijmakers, 2001. 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

21 
 

La peroxydation des lipides – Sur le plan structurel, l’irradiation provoque en particulier une 

fragmentation et une peroxydation des lipides qui la compose. Les membranes plasmiques 

contiennent des lipides polyinsaturés présentant des double-liaisons sur certains de leurs 

carbones de leur chaine carbonée. Ces carbones sont susceptibles de réagir avec les radicaux 

oxygénés produits lors de l’irradiation après radiolyse de l’eau. Ceci produit un radical 

lipidique qui pourra à son tour réagir avec une molécule d’O2, conduisant ainsi à la formation 

d’un lipide hydroperoxydé. Les conséquences sont une altération de la fluidité des membranes 

plasmiques et de leur perméabilité, (Albanese, Dainiak, 2003).  

 

Communication inter-cellulaire – La membrane plasmique contient des protéines de 

communication dites « jonctions Gap » constituées de Connexines. Après irradiation, ces 

jonctions permettent une diffusion des signaux radio-induits aux cellules voisines permettant 

la diffusion du stress oxydant et des dommages (Autsavapromporn et al, 2013 ; Feine et al, 

2012). Egalement, l’irradiation conduit à une augmentation de la perméabilité inter-cellulaire, 

phénomène bien établi chez les cellules endothéliales, conduisant à une perturbation de 

l’équilibre osmotique entre les compartiments et à l’apparition de dysfonctions tissulaires, 

(Evans et al, 1986 ; Young et al, 2011 ; Fauquette et al, 2012). 

 

Les Sphingolipides & Réorganisation des domaines lipidiques – Les sphingolipides sont 

caractérisés par une structure dérivée d’une longue chaine sphingosine. Constituants essentiels 

de la membrane lipidique, ils peuvent être localisés au sein de microdomaines tels que les 

rafts ou les cavéoles. Les voies de synthèse de ces lipides sont diverses, (Figure n°5 ; Bartke 

et al, 2009). Certains d’entre-eux sont dits « bio-actifs » et sont largement impliqués dans les 

mécanismes de transduction de signaux cellulaire. Les plus étudiés sont le Céramide et la 

Sphingosine-1-Phosphate (S1P), dont les rôles sont antagonistes. En effet, si le Céramide est 

connu pour ces rôles notamment dans la mort cellulaire et la différenciation, la S1P a des 

effets opposés et contribue à la prolifération, la survie, la migration. L’irradiation est capable 

de déséquilibrer cette balance en induisant la génération de Céramide dés les premières 

minutes, suite à la translocation de l’enzyme Sphingomyélinase acide (ASMase) à la 

membrane. Ceci induit la mort cellulaire indépendamment des dommages de l’ADN et de 

p53. De la même façon, la déficience en ASMase induit une résistance à l’apoptose 

radioinduite, (Haimovitz-Friedman et al, 1994 ; Santana et al, 1996 ; Wright et al,  1996).  

Les rafts sont des microdomaines lipidiques membranaires enrichis en sphingomyéline, 

céramide, cholesterol, phospholipides et en protéines membranaires. Il a pu être observé que 
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l’irradiation, tout comme d’autres stimuli (e.g. TNFα, ROS, UV), induit une redistribution des 

microdomaines à la surface des membranes, impliquant une fusion des rafts et conduisant à la 

formation de plateformes lipidiques permettant l’activation de transduction de signaux. En 

particulier, il a pu être observé que la relocalisation du Céramide au sein de plateformes se 

produisait via l’activation de l’ASMase par les ROS générés suite à l’irradiation (Bionda et al, 

2007). Cette redistribution en plateformes peut permettre de rassembler à forte densité 

certains récepteurs membranaires conduisant ainsi l’activation et la transduction de signaux, 

(Cremesti et al, 2001 ; Grassmé et al, 2003 ; Bollinger et al, 2005 ; Rotolo et al, 2005 ; Corre 

et al, 2010 ; Stancevic, Kolesnick 2010). 

 

Figure n°5 : Métabolisme des Sphingolipides, (Bartke et al, 2009).  
SPT, Serine palmitoyl transferase ; KDS, 3-keto-dihydrosphingosine reductase ; CDase, Ceramidase ; 

CerS, Ceramide synthase ; SK, Sphingosine kinase ; SPPase, Sphingosine phosphate phosphatase ; 
DES, Dihydroceramide desaturase ; SMase, Sphingomyelinase ; SMS, Sphingomyelin synthase ; 

DAG, Diacylglycerol ; GCS, Glucosylceramide synthase ; PC, Phosphatidylcholine ; GCase, Glucosyl 
ceramidase ; CK, Ceramide kinase ; C1PP, C1P phosphatase. 
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iii.  Organelles  

 

L’irradiation entraîne également une altération de la structure et de la fonction des 

organelles cellulaires, (Somosy, 2000). 

Mitochondrie – Selon le type cellulaire, les mitochondries occupent 4 à 25% du volume 

cellulaire. Elles sont le siège de la respiration cellulaire, et l’ADN mitochondrial contient 13 

gènes sur 37 codant pour des sous-unités des complexes I (ou NADH-ubiquinone 

oxydoreductase), III (ou Ubiquinol ferricytochrome c oxydoreductase), IV (ou cytochrome c 

oxidase) et V (ou ATP synthase) de la chaîne respiratoire. Les sous-unités du complexe II (ou 

Succinate déshydrogénase ou Succinate-ubiquinone oxydoreductase) et les autres sous-unités 

des complexes I, III, IV et V sont codées par l’ADN nucléaire, (Figure n°6).  

L’irradiation peut induire des dommages de l’ADN mitochondrial, altérer la respiration, et 

altérer la structure des mitochondries. Le stress oxydant radio-induit est autant mis en cause 

qu’il est aussi une conséquence. En effet, après irradiation, la mitochondrie présente des 

dysfonctions, ce qui entraîne la génération de ROS mitochondriaux (en particulier, l’anion 

superoxyde O2
•-). Il a pu être observé que l’irradiation peut induire une altération de l’activité 

des complexes I, II, et III, associée à une augmentation de la génération de superoxydes 

mitochondriaux et à une altération du potentiel membranaire. Ces phénomènes peuvent 

perdurer dans le temps et être associés à l’apparition de dysfonctions tissulaires via le 

maintien d’un stress oxydant et/ou de l’altération du métabolisme, (Pearce et al, 2001 ; Slane 

et al, 2006 ; Dayal et al, 2009 ; Aykin-Burns et al, 2011 ; Barjaktarovic et al, 2011 ; Azzam et 

al, 2012 ; Yamamori et al, 2012 ; Kam, Banati, 2013). Il a également été montré qu’une 

déficience dans le complexe I protège de la mort cellulaire radio-induite notamment via 

l’altération de l’expression de p53 et de son activité, (Compton et al, 2011). 

Il a également pu être observé que la masse mitochondriale et le nombre de copies du génome 

mitochondrial sont augmentés après irradiation, mais il est toutefois suggéré qu’il s’agit d’un 

moyen de maintenir les fonctions des cellules irradiées. Il a été montré que les cellules ρ(0), 

dépourvues d’ADN mitochondrial et donc de chaîne respiratoire complète, sont plus 

résistantes au stress oxydant que les cellules non-déficientes, (Park et al, 2004). Cependant, 

ces cellules sont capables d’augmenter leur pouvoir antioxydant, notamment en produisant 

d’avantage de MnSOD (pour Manganese Superoxide Dismutase, ou SOD2, cf partie I-A-3-b-

iv). Or, la surexpression de MnSOD permet une protection contre la cytotoxicité radio-

induites, (Epperly et al, 1998, 2002, 2008 ; Murley et al, 2006 ; Kam, Banati, 2013).  
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L’irradiation conduit également à des modifications de la structure des mitochondries, (Flaks, 

Bresloff, 1966). Leur volume peut être augmenté. La qualité du réseau mitochondrial 

(fragmentation versus élongation) peut être modifiée. Il a pu être observé que l’irradiation 

induit chez le fibroblaste une augmentation persistante de la génération de superoxydes 

mitochondriaux (avec un pic à 3 jours post-irradiation), associé à une accélération de la 

fission mitochondriale dépendante de la protéine Drp1, (Kobashigawa et al, 2011). Il semble 

toutefois que ceci ne soit pas systématiquement observé, (Barjaktarovic et al, 2011). Il a 

également été montré qu’un traitement par H2O2 induit une fragmentation des mitochondries 

visible dans les premières heures, mais que la structure du réseau est rétablie les jours suivants 

faisant appel aux processus de fusion/fission et à la génération de nouvelles mitochondries, 

(Jendrach et al, 2008). 

En conséquence, si l’irradiation entraîne une première vague de stress oxydant, il semble que 

les mitochondries endommagées peuvent ensuite être responsables d’une seconde vague 

pouvant persister dans le temps et participer à la mise en place d’un stress chronique. 

 

Autres organelles – Brièvement, suite à l’irradiation, le nombre et le volume des lysosomes 

augmentent ainsi que l’activité des enzymes lysosomales. L’irradiation induit également une 

dilatation, une « vésicularisation », et une fragmentation du réticulum endoplasmique. 

L’irradiation induit une fragmentation en vésicules et un réarrangement de l’appareil de 

Golgi, (Somosy, 2000). 

Figure n°6 : Représentation de la chaine respiratoire mitochondriale et de ses 
complexes. Complexes I  : NADH-ubiquinone oxydoreductase ; Complexe II  : Succinate 

déshydrogénase; Complexe III  : Ubiquinol ferricytochrome c oxydoreductase ; Complexe IV  : 
Cytochrome c oxidase ; Complexe V : ATP synthase ; Q : Coenzyme Q ; Cyt c : Cytochrome c. 
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b Signalisations & devenirs cellulaires 

 

Selon la dose d’irradiation délivrée et les caractéristiques intrinsèques à chaque cellule 

ciblée – leur type cellulaire, leur fréquence de division, leur oxygénation, leur capacité de 

réparation des dommages, etc… – la réponse cellulaire sera différente.  

  

i. Arrêt dans le cycle cellulaire 

 

L’exposition des cellules aux radiations ionisantes entraînent un arrêt dans le cycle 

cellulaire. Le cycle cellulaire eucaryote comprend quatre phases successives, la phase G1, la 

phase S de réplication, la phase G2 et la phase M de mitose, (Figure n°7). L’avancée dans le 

cycle est régulée par l’activité des complexes Cdk (pour Cycline dependant kinase)-Cycline. 

L’expression des Cyclines varie au cours des phases du cycle conditionnant ainsi l’activité des 

Cdk. Globalement, l’activité des Cdk est aussi régulée par des protéines kinases comme Wee1 

et CAK (pour Cdk Activating Kinase), par des protéines phosphatases Cdc25, et par des 

protéines inhibitrices CKI (pour Cdk inhibitor) telles que p21, p16, p27 et p57. Au cours du 

cycle, différents points de contrôle ou checkpoints sont présents et veille au maintien de 

Figure n°7 : Mécanismes de contrôle du cycle cellulaire. 
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l’intégrité du génome. Ces différents checkpoints sont présent à la transition G1/S (checkpoint 

G1/S), dans la phase S (checkpoint intra-S), et à la transition G2/M (checkpoint G2/M). Ils 

sont notamment activés en présence des dommages de l’ADN ou d’autres défauts d’intégrité 

du génome. La réponse aux dommages passe dans un premier temps par une détection et une 

signalisation par des protéines « senseurs », et par l’activation de leurs cibles, (Kastan, Bartek, 

2004 ; Houtgraaf et al, 2006). Les principaux senseurs sont deux membres de la famille des 

sérine/thréonine kinases PI3KK (pour Phosphatidylinositol 3-OH Kinase related Kinase) : la 

protéine ATM (pour Ataxia Telangiectasia Mutated) et la protéine ATR (pour Ataxia 

Telangiectasia and Rad 3 related protein), ainsi que leurs cofacteurs respectifs, (Lovejoy, 

Cortez, 2009).  

La protéine ATR est davantage décrite pour être senseur des fourches de réplication 

bloquées. La stabilisation de ces fourches est permise par le recrutement des protéines RPA 

(pour Replication Protein A), ATRIP (pour ATR-Interacting Protein) et ATR, au niveau des 

zones simple-brin de l’ADN, (Zou, Elledge, 2003 ; Nam, Cortez, 2011). L’activation d’ATR 

se marque par sa localisation au niveau de ce site et par la phosphorylation sur la sérine 428. 

Cette activation permet notamment ensuite l’activation par phosphorylation de la protéine de 

contrôle du cycle Chk1 (pour Checkpoint kinase 1, sérine/thréonine kinase) sur la sérine 345, 

et par la phosphorylation de la protéine p53 sur la sérine 15 et de la protéine Rad17 sur les 

sérines 635 et 645, (Tibbetts et al, 1999 ; Bao et al, 2001). L’activation de Chk1 permet la 

phosphorylation des Cdc25 ce qui induit leur exclusion du noyau et leur dégradation. Ceci 

conduit à l’inhibition des complexes CDK-Cycline, bloquant ainsi l’avancée du cycle. 

L’activation de p53 conduit à l’inhibition de sa dégradation par Mdm2 (pour Mouse double 

minute 2), et à l’expression de p21. Ce dernier se lie aux complexes CDK-Cycline et les 

inhibent, contribuant ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire. 

La protéine ATM tient quand à elle un rôle clé dans la signalisation des dommages de 

l’ADN. Lors de la présence de cassures double-brins, ATM et le complexe MRN (constitué 

des protéines Mre11, Rad50, et Nbs1 (pour Nijmegen Breakage Syndrom 1)) sont recrutés au 

niveau du site de cassure. L’activation d’ATM se fait par reconnaissance du dommage ADN 

et par autophosphorylation sur la sérine 1981. Elle passe ainsi d’une forme dimérique inactive 

à une forme monomérique active, (Bakkenist, Kastan, 2003). L’activation d’ATM est 

dépendante de son interaction avec le complexe MRN et l’ADN, (Uziel et al, 2003). 

Cependant, ce signal doit être amplifié pour avoir un impact. Pour cela, ATM va phosphoryler 

les histones H2AX sur la sérine 139 (γH2AX) sur plusieurs mégabases au niveau des 

cassures, (Rogakou et al, 1999). Ceci permet le remodelage de la chromatine et le recrutement 
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des substrats d’ATM et des facteurs de réparation de l’ADN, (Fernandez-Capetillo et al, 

2004 ; Bonner et al, 2008). Les substrats d’ATM sont nombreux et peuvent notamment 

conduire à l’arrêt du cycle, la réparation de l’ADN et la mort cellulaire, (Kurz, Lees-Miller, 

2004 ; Shiloh, Ziv, 2013). Dans le cas de l’arrêt du cycle, ATM va notamment activer la 

protéine Chk2 (pour Checkpoint kinase 2, sérine/thréonine kinase) par phosphorylation sur la 

thréonine 68, et p53 sur la sérine 15. Chk2 peut également phosphoryler p53 sur la sérine 20. 

La protéine p53 phosphorylée n’est plus dégradée par Mdm2, et permet alors l’expression de 

p21. Chk2 et p21 vont alors inhiber l’activité des CDK-Cycline, conduisant ainsi à l’arrêt du 

cycle cellulaire. Il a aussi été montré qu’ATM peut réguler en phase S/G2 le recrutement 

d’ATR à la chromatine pour le contrôle du cycle dépendant de Chk1 suite aux dommages de 

l’ADN après irradiation, (Cuadrado et al, 2006). 

 

Il est à noter que si les substrats Chk préférentiels sont respectivement Chk2 pour 

ATM et Chk1 pour ATR, il a été montré qu’ATM est également capable d’activer Chk1 et 

qu’ATR peut activer Chk2, (Gatei et al, 2003 ; Pabla et al, 2008). De même, la 

phosphorylation de H2AX peut aussi être effectuée par ATR au niveau des fourches de 

réplication bloquées.  

 

ii.  Réparation des dommages radio-induits de l’ADN 

 

Nous décrirons ici les principales voies de réparations impliquées en réponse aux 

dommages de l’ADN induits par les rayonnements ionisants, (Figure n°4). 

La Jonction d’Extrémités Non-Homologues (NHEJ) – C’est la voie de réparation majoritaire 

des cassures double-brins (CDB), (Wang, Lees-Miller, 2013). Elle est mobilisable dans toutes 

les phases du cycle cellulaire. Elle s’effectue en trois étapes : dans un premier temps, les 

extrémités libres de l’ADN sont reconnues et stabilisées par le recrutement des protéines 

Ku70 et Ku80, qui vont se complexer avec la protéine DNA-PKcs (pour DNA-PK catalytic 

subunit, membre des PI3KK), formant ainsi la DNA-PK, (Figure n°8). Ceci permet la 

protection des extrémités libres d’ADN contre l’action d’exonucléases, mais permet aussi aux 

deux complexes DNA-PK sur chaque extrémités de s’homodimériser, et ainsi de stabiliser les 

extrémités libres et de recruter les facteurs de réparation des étapes suivantes. Le recrutement 

à l’ADN et la complexation avec Ku70/80 permettent à eux seuls d’activer la fonction kinase 

de la DNA-PKcs, (Gottlieb, Jackson, 1993 ; DeFazio et al, 2002). 
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La détection de l’activation de la DNA-PKcs au cours de la réparation se détermine par son 

autophosphorylation sur la sérine 2056 (Uematsu et al, 2007). La protéine ATM peut 

également phosphoryler la DNA-PKcs sur le cluster de la thréonine 2609, (Chen et al, 2007). 

L’autophosphorylation sur la sérine 2056 et la phosphorylation sur la thréonine 2609 

permettent de laisser l’accès du site de cassure aux autres protéines de réparation via un 

changement de conformation, et leur activité, (Davis et al, 2010). 

Dans un second temps, une fois la DNA-PK activée, des protéines de « maturation » sont 

recrutées. Ceux sont les ADN polymérases µ et λ, la polynucléotide kinase (PNK), et la 

protéine endonucléase Artémis. Ces protéines vont permettre de « nettoyer » les extrémités 

libres et de former des extrémités franches. Enfin, dans un dernier temps, la DNA-PK va 

permettre le recrutement des protéines du complexe XRCC4 (pour X-ray Repair Cross 

Figure n°8 : Représentation du mécanisme de la réparation des cassures double-
brin par Jonction d’Extrémités Non-Homologue (NHEJ). 

Adapté de Wang, Lees-Miller, 2013. 
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Complementing protein4)-ADN Ligase IV-XLF (pour XRCC4 like factor, ou Cernunnos) sur 

le site de cassure afin de ligaturer les deux extrémités franches. 

Il est à noter que l’étape de « nettoyage » de la cassure est susceptible de donner lieu à une 

modification de la séquence génétique en question par délétion/insertion de bases. La NHEJ 

peut donc donner lieu à l’apparition de mutations. 

Egalement, la DNA-PKcs possède des substrats communs avec ATM et ATR. Elle est capable 

notamment de phosphoryler H2AX sur la sérine 139 (Stiff et al, 2004) et de phosphoryler p53 

sur la sérine 15 et 37, (Lees-Miller et al, 1992 ; Hill, Lee, 2010). 

 

La Recombinaison Homologue – Cette voie peut se réaliser lorsque la chromatide sœur est 

présente (phase S-G2), et permet la réparation des dommages sans causer de perte 

d’information génétique. Elle nécessite trois étapes, (Figure n°9 ; Hoeijmakers, 2001). La 

première étape est la phase d’initiation et met en jeu l’activité exonucléase 5’-3’ du complexe 

MRN (substrat d’ATM) afin d’exposer les extrémités 3’. Les protéines RPA vont alors se 

positionner sur ces extrémités afin de les stabiliser et faciliter le recrutement de Rad51 sur 

Figure n°9 : Représentation du mécanisme de la réparation des cassures double-brin 
par Recombinaison Homologue, (Branzei, Foiani, 2008). 
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l’ADN. Ce recrutement est également stimulé par les protéines BRCA1 et BRCA2 (pour 

Breast Cancer 1 & 2) qui peuvent être elles-mêmes activées par ATM. Rad51 va alors pouvoir 

amorcer la recherche de la chromatide sœur avec l’aide de Rad52 et Rad54, afin de former 

une jonction d’Holliday. Les brins stabilisés vont alors pouvoir interagir avec les brins de la 

chromatide sœur, c’est la phase d’appariement. Enfin, pendant la dernière phase, la phase de 

résolution, les polymérases ADN δ et ε vont amorcer la synthèse d’ADN, et une fois la 

polymérisation terminée, la jonction d’Holliday va se refermer et la ligature des brins néo-

formés se fait par l’ADN ligase I.  

 

La Réparation par Excision de Base (BER) – Ce processus permet la réparation des cassures 

simple-brin et des altérations de bases, (Figure n°10 ; Caldecott, 2008). Il tient un rôle 

important dans le maintien continuel de l’intégrité du génome. Lorsqu’une base est altérée, 

une ADN glycosylase entre en jeu afin de l’éliminer et créé ainsi un site abasique. Ce site est 

alors reconnu par l’endonucléase APE1 (pour Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease 1) qui va 

hydrolyser le lien 5’ phosphodiester, créant ainsi une cassure simple-brin. Cette cassure est 

alors reconnue et signalée par PARP1 (pour Poly-ADP Ribose Polymerase 1) et PNK (pour 

Figure n°10 : Représentation du mécanisme de Réparation par Excision de Base (BER). 
Adapté de Houtgraaf et al, 2006. 
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Polynucleotide Kinase), et va pouvoir être réparée par Short Patch BER ou par Long Patch 

BER. Le Short Patch BER ou BER à « brèche courte » est le processus majoritaire. Il met en 

jeu l’ADN Polymérase β et XRCC1 qui vont remplacer le nucléotide manquant, et l’ADN 

Ligase III qui ligaturera le brin. Le Long Patch BER ou BER à « brèche longue » est le 

processus alternatif. Il met en jeu l’ADN Polymérase ε ou δ et PCNA (pour Proliferating Cell 

Nuclear Antigen) qui vont pouvoir resynthétiser le fragment d’ADN porteur de la lésion, (2 à 

10 bases). Ensuite l’endonucléase FEN1 (pour Flap Structure-Specific Endonuclease 1) incise 

le brin lésé, et l’ADN Ligase I ligature le brin néo-formé. 

 

Foyers de cassures double-brins – En pratique, la phosphorylation de H2AX est couramment 

utilisée pour la détection des cassures double-brins (ou de fourches de réplication bloquée si 

la phosphorylation est due à ATR) qui sont alors visibles sous forme de foyers. Les foyers 

d’autres facteurs de la signalisation/réparation tel qu’ATM phosphorylé, Nbs1, 53BP1, etc… 

sont aussi utilisés afin de confirmer la nature du dommage, (Bonner et al, 2008). 

 

Signalisation en absence de cassures – L’activation des protéines de réponses aux dommages 

de l’ADN n’est pas strictement dépendante des cassures double-brin de l’ADN. Une 

modification de l’organisation de la chromatine est susceptible d’activer ces voies en absence 

de cassure. En effet, les travaux de Soutoglou & Misteli en 2008 ont montré l’activation des 

voies dépendantes d’ATM et de la DNA-PK à l’aide d’un système forcé de surexpression et 

d’association stable à la chromatine de cofacteurs, (e.g. ATM, Nbs1, Mre11, MDC1…). De 

plus, Bakkenist & Kastan en 2003 ont montré qu’une modification de la structure de la 

chromatine à l’aide de Chloroquine (intercalant de l’ADN) ou de Trichostatine A (inhibiteur 

d’histone déacetylase) permet l’activation d’ATM. Alors, le signal d’ATM phosphorylé sera 

visible sous forme diffuse dans le noyau et non sous forme de foyers. Un stress hypoxique 

pourra également présenter ce profil, (Bencokova et al, 2008). Il a également été montré 

qu’un stress hypoxique entraîne des modifications de la chromatine activant DNA-PKcs de la 

même façon qu’un traitement à la Trichostatine A, et que l’utilisation d’Acide Anacardique 

(inhibiteur d’histone acetyl transferase) permet de contrecarrer l’activation de DNA-PKcs en 

hypoxie, (Bouquet et al, 2011). 

Ainsi, le remodelage de la chromatine est un point clé dans l’activation des protéines majeures 

de la réparation et de leurs substrats. 
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iii.  Mort cellulaire radio-induite 

 

Les conséquences délétères induites par les radiations ionisantes résident 

essentiellement dans l’altération des membranes et de l’ADN, et dans la signalisation qui en 

résulte. En outre, ces altérations, si elles ne sont pas réparées ou tolérées, contribuent à la mort 

de  la cellule. Cette mort cellulaire survient principalement sous deux formes : une mort 

cellulaire programmée dite « pré-mitotique » ou apoptose ; ou, une mort cellulaire post-

mitotique, passive, qui survient face à la présence de dommages ADN non-réparés et/ou 

d’aberrations chromosomiques, conduisant alors à une mitose abortive. 

 

iiia. L’apoptose 

 

Ce processus de mort cellulaire est un mécanisme cytolytique programmé qui survient 

dans les premières heures post-irradiation. Il s’accompagne d’un arrondissement et d’une 

rétractation de la cellule, d’une condensation de la chromatine, une exposition externe des 

phosphatidylsérines, et d’une fragmentation de l’ADN (par environ 200pb) et du noyau. 

L’apoptose met en jeu la fuite du Cytochrome c de la mitochondrie et l’activation de 

protéases, les Caspases (pour Cystein Aspartic acid specific protease), qui clivent un grand 

nombre de cibles dont les Lamines, la PARP, (pour Poly-ADP Ribose Polymérase), et l’ICAD 

(pour Inhibitor of Caspase activated DNase). Ceci aboutit à la fragmentation cellulaire, la 

Figure n°11 : Apoptose radio-induite, (Prise et al, 2005). 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

33 
 

formation de corps apoptotiques et la destruction de la cellule. Il existe une voie d’apoptose 

dite « extrinsèque », qui dépend de l’activation de récepteurs de mort membranaire par leur 

ligand (e.g. Fas/Fas-ligand), et une voie dite « intrinsèque », qui dépend du relargage de 

Cytochrome c par la mitochondrie, (Figure n°11). L’activation des ces voies, qui dépend du 

contexte cellulaire, peut avoir différentes origines, (Zhou et al, 2008) : 

La voie d’activation dépendante de la signalisation nucléaire et de p53 – La présence de 

dommages de l’ADN va en particulier permettre une stabilisation, une activation et une 

augmentation de l’expression du facteur de transcription p53. Non seulement l’activité de p53 

peut conduire à l’arrêt dans le cycle cellulaire via l’induction de l’expression de p21, mais 

peut conduire aussi à l’apoptose, si les dommages sont trop importants, via l’induction de 

l’expression de Fas, ou l’induction de l’expression de facteurs pro-apoptotiques et la 

répression de facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, (cf. plus bas ; e.g. Bax, Bcl-2, 

Bcl-xL, Noxa, Puma ; Figure n°11 & 15). L’activation de p53 sera notamment possible via la 

signalisation dépendante d’ATM et/ou ATR soit directement par phosphorylation de p53, soit 

via l’inhibition de Mdm2. En effet, Mdm2 se fixe à p53 non-phosphorylé sur son domaine de 

transactivation et bloque son activité transcriptionnelle, et induit sa dégradation par le 

protéasome. La protéine p53 est également capable d’induire l’expression de Mdm2. Par 

conséquent, l’augmentation de p53 après irradiation pourra conduire à une augmentation de 

Mdm2 formant alors une boucle de régulation négative sur p53, (Lowe et al, 1993 ; 

Nowsheen, Yang, 2012 ; Shiloh, Ziv, 2013). 

 

La voie d’activation dépendante des récepteurs de mort – L’activation de ces récepteurs par la 

liaison de leur ligand conduit à leur oligomérisation et à l’activation de la voie extrinsèque de 

l’apoptose via l’activation de la Caspase 8, (Figure n°11). Par exemple, après irradiation, 

l’activité de p53 est capable d’induire l’expression du récepteur Fas. Fas (ou CD95 ou APO-

1), appartient à famille des récepteurs du TNF, (pour Tumor Necrosis Factor). L’irradiation 

peut également activer Fas directement à la membrane par la formation de clusters, 

indépendamment de Fas-ligand. D’autres types de ligand-récepteurs de mort peuvent être 

activés sous irradiation, par exemple, TRAIL (pour TNF-related apoptosis inducing ligand), et 

DR5, (pour Death Receptor 5), (Sheard et al, 1997, 2003 ; Niemöller, Belka, 2009). 

 

La voie d’activation dépendante de la génération du Céramide à la membrane – Comme 

énoncé précédemment, il a été montré que les radiations engendrent dès les premières minutes 

une translocation de l’ASMase à la membrane, indépendamment des dommages de l’ADN et 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

34 
 

de p53, conduisant ainsi à la conversion de la sphingomyéline en Céramide, (Haimovitz-

Freidman et al, 1994 ; Kolesnick et al, 1994 ; Kolesnick, Fuks, 2003 ; Beckham et al, 2013). 

Le Céramide généré peut alors être relogé au sein de plateformes lipidiques induisant ainsi 

l’activation de voies de signalisation conduisant à l’apoptose, (Figure n°12A & B). Vit & 

Rosselli en 2003, ont montré chez les lymphoblastes que cette mort cellulaire dépendante du 

Céramide pouvait également dépendre d’une synthèse de novo via l’activation de Céramide 

Synthase (CS) après dommages de l’ADN. Il s’agit ici d’une seconde vague de Céramide 

Figure n°12 : Apoptose radio-induite & Céramide. 
A. Apoptose radio-induite, (Kolesnick, Fuks, 2003). 

B. Translocation membranaire de l’ASMase et génération de Céramide. 
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survenant dans les heures post-irradiation, et dont l’apparition est dépendante de la première 

vague dépendante de l’ASMase. S’ils montrent aussi une dépendance d’ATM dans 

l’activation de la CS, Liao et coll, en 1999 montrent au contraire qu’ATM est un répresseur de 

la CS, (Figure n°12A). 

La voie de mort dépendante du Céramide revêt une importance chez les cellules présentant 

une forte activité de l’ASMase, en particulier, les cellules endothéliales, mais aussi les 

lymphoblastes, les pneumocytes, les fibroblastes, (Santana et al, 1996 ; Liu et al, 1997 ; 

Marathe et al, 1998). De plus, contrairement aux cellules cyclantes dont l’impact majeur des 

radiations passera par une mort post-mitotique, la voie dépendante du Céramide concernera 

les cellules cyclantes comme les cellules non-cyclantes. Le type cellulaire conditionnera 

également la dépendance de la voie de mort empruntée : p53 versus ASMase. Par exemple, 

les cellules endothéliales seront protégées de la mort cellulaire radio-induite chez les souris 

asmase-/- mais ne le seront pas chez les souris p53-/-. Inversement, les thymocytes seront 

protégés de la mort cellulaire radio-induite chez les souris p53-/- mais ne le seront pas chez 

les souris asmase-/-, (Figure n°13). Une déficience en ASMase, et donc en Céramide, peut 

Figure n°13 : Indépendance des voies p53 et ASMase. 
Adapté de Kolesnick, Fuks, 2003, (Santana et al, 1996 ; Peña et al, 2000 ; Paris et al, 2001). 

Marquage des cellules apoptotiques par TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End 
Labelling ; marquage marron) sur tissues de thymus, poumon (endothélium), intestin (endothélium), et système 

nerveux central (endothélium), de souris sauvage, p53-/- ou asmase-/-, à 4 à 10h post-irradiation corporelle totale. 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

36 
 

donc permettre une résistance à l’apoptose radio-induite selon le type cellulaire, (Santana et 

al, 1996 ; Peña et al, 2000 ; Paris et al, 2001 ; Lozano et al, 2001 ; Kolesnick, Fuks, 2003 ; 

Beckham et al, 2013). La radioprotection des cellules asmase-/- peut être levée par addition 

de Céramide exogène, (Lozano et al, 2001). Inversement, la surexpression de l’ASMase 

augmente la mort cellulaire après irradiation, (Smith, Schuchman, 2008). Également, 

l’utilisation d’anticorps anti-Céramide permet une inhibition de l’apoptose endothéliale en 

inhibant la formation de plateformes enrichies en Céramide, (Rotolo et al, 2012). 

De plus, il a également été montré une corrélation entre radiorésistance et défaut de formation 

de larges plateformes membranaires contenant du Céramide ; ceci étant associé à un défaut 

d’activation et de translocation de l’ASMase. Ces cellules montrent également un fort pouvoir 

anti-oxydant (Glutathion), et un traitement pro-oxydant permet de contrecarrer la 

radiorésistance et de réactiver la voie de l’ASMase, (Bionda et al, 2007). 

La signalisation pro-apoptotique engagée une fois le Céramide généré demande encore à être 

mieux décrite. Cependant, il a pu être montré que son rôle de second messager va notamment 

induire l’activité de facteur pro-apoptotiques, en particulier Bax et Bak, (cf plus bas). 

L’extinction in vivo de Bax ou de Bak suffit à bloquer la mort des cellules endothéliales 

intestinales murines après irradiation sur corps entier, (Rotolo et al, 2008). Le Céramide 

stimule l’incorporation de Bax dans la membrane mitochondriale externe, activant ainsi le 

relargage de Cytochrome c et l’activation de la Caspase 3, (Kim et al, 2001 ; Lee et al, 2011). 

De plus, dans les cellules asmase-/-, Bax ne se réorganise pas à la mitochondrie, et il n’y a pas 

de relargage de Cytochrome c. Ceci peut être rétabli par l’addition de Céramide ou par 

transfection avec l’asmase, montrant ainsi l’importance de l’axe ASMase/Céramide dans 

l’activation de Bax et l’engagement de l’apoptose, (Kashkar et al, 2005).  

Il a également été décrit suite à la génération de Céramide, une activation de la voie JNK 

(Verheij et al, 1998), et une inhibition de la voie PI3K/AKT, (Zundel, Giaccia, 1998), toutes 

deux favorables à une signalisation pro-apoptotique. 

 

La voie d’activation dépendante de l’atteinte directe des mitochondries – L’irradiation peut 

provoquer aussi une altération directe de la mitochondrie susceptible de conduire au relargage 

de Cytochrome c. L’utilisation de mitochondries isolées et irradiées en traitement sur un 

système cytosols/noyaux non-irradiés, suffit à induire une réponse apoptotique, (Taneja et al, 

2001). D’autre part, la mitochondrie, comme la membrane plasmique, contient du Céramide, 

(Bionda et al, 2004). Le Céramide peut former des canaux au sein de la membrane 

mitochondriale et provoquer le relargage des protéines intermembranaires comme le 
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Cytochrome c, (Siskind et al, 2006). Il a pu être montré en réponse aux radiations, que sa 

réorganisation membranaire régule la redistribution et l’oligomérisation de Bax, (Lee et al, 

2011). 

 

Importance des protéines de la famille Bcl-2 – La régulation de l’apoptose est grandement 

attribuée à une famille de protéines : les protéines de la famille Bcl-2 (pour B-cell lymphoma-

2) ou protéines à domaine BH3, (Figure n°14). Ces protéines ont un pouvoir anti-apoptotique 

(protéines à « domaine BH4 ») ou pro-apoptotique (protéines à « multi-domaines » et à 

« domaine BH3 seul ») et agissent principalement par séquestration/libération. En effet, en 

s’oligomérisant entre elles ou en interagissant avec d’autres cibles, notamment p53, ces 

protéines augmentent ou répriment leurs activités. L’oligomérisation des protéines pro-

apoptotiques Bax (pour Bcl-2 associated X protein) et Bak (pour Bcl-2 homologous 

antogonist/killer), permet le relargage de Cytochrome c au niveau de la mitochondrie, et 

l’activation des Caspases. Les protéines anti-apoptotiques à « domaine BH4 » telles que Bcl-2 

et Bcl-xL (pour B-cell lymphoma-extra large) peuvent se complexer aux protéines à « multi-

domaines » et les inactiver, permettant ainsi le maintien du potentiel membranaire 

mitochondrial, (Chipuk et al, 2004 ; Leu et al, 2004 ; Yip, Reed, 2008 ; Matissek et al, 2013 ; 

Figure n°15). 

Par ailleurs, les protéines de la famille Bcl-2 ont également un rôle dans la régulation de la 

dynamique mitochondriale : Bax et Bak permettent notamment d’activiter des protéines de 

fission telles que Drp1 (pour Dynamin-related GTPase 1) ou d’inhiber des protéines de fusion 

telles que Mfn1 et 2 (pour Mitofusin 1/2), ceci pouvant favoriser l’apoptose, (Rolland, 

Conradt, 2010).  

Figure n°14 : Structure des protéines de la famille Bcl-2, (Yip, Reed, 2008). 
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Aussi, si la stabilisation de l’expression de p53 est capable d’induire l’expression de protéines 

comme Bax, elle conduit aussi à la suppression de l’expression Bcl-2, activant ainsi d’autant 

plus le processus d’apoptose, (Harms et al, 2004). Dans ce sens, la mutation chez la souris des 

protéines Bcl-2, Bcl-xL ou Bcl-w provoque une forte radiosensibilité, et le KO (pour Knock 

Out, invalidation du gène) de Bax et Bak provoque une forte radiorésistance. Il est d’ailleurs 

montré pour de nombreux types de cancers que le ratio Bcl-2/Bax est un important 

déterminant de la radiosensibilité tumorale, (Pritchard et al, 1999, 2000 ; Lee et al, 1999). 

D’autre part, les protéines de la famille Bcl-2 ont la capacité de moduler la formation de 

canaux de Céramide au sein de la membrane mitochondriale. Ainsi, les protéines anti-

apoptotiques telles que Bcl-xL et Bcl-2 ont la capacité de désassembler les canaux. Par 

ailleurs, l’activité de la Sphingosine Kinase 1 est favorisée par Bcl-2, pouvant ainsi 

déséquilibrer la balance Céramide/S1P, (Bektas et al, 2005). Il apparait également que le 

Céramide et Bax agissent en synergie : les deux ont la capacité autonome de former des 

canaux de relargage des protéines intermembranaires, favorisant ainsi l’engagement de 

l’apoptose. Le Céramide a en plus, comme décrit plus haut, la capacité à moduler la 

réorganisation de Bax, (Siskind et al, 2008 ; Ganesan, Colombini, 2010 ; Perera et al, 2012).  

Figure n°15 : Apoptose & voies de signalisations dépendantes des protéines de la 
famille Bcl-2, (Cotter, 2009). 
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iiib. La mort post-mitotique 

 

Ce processus de mort implique par définition que la cellule concernée soit en cycle ou 

entre en cycle. Elle survient lorsqu’une mitose ne s’achève pas avec succès suite à la présence 

de dommages de l’ADN, s’aggravant en dommages chromosomiques. Puis, s’ensuivent la 

formation de micronoyaux et un gonflement cellulaire, et enfin la mort de la cellule. Sur le 

plan mécanistique, l’ADN endommagé peut recruter des Condensines, conduisant à une 

compaction anormale de l’ADN. Il en résulte alors un défaut d’alignement des chromosomes 

sur les plaques équatoriales au moment de la mitose, une ségrégation défectueuse, puis une 

polyploïdie et une formation de micronoyaux, (Blank, Shiloh, 2007 ; Vakifahmetoglu et al, 

2008). La mort post-mitotique représente une voie de mort majeure pour les cellules 

tumorales ayant perdu leur capacité à induire l’apopotose, et les cellules saines cyclantes en 

réponse aux rayonnements ionisants. Elle est donc à la base des effets de la radiothérapie. 

 

iv. Réponse au stress oxydant radio-induit & antioxydants endogènes 

 

L’induction d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) au moment de l’irradiation va 

entraîner une réponse cellulaire mettant en jeu les antioxydants endogènes de la cellule. Il 

existe deux classes d’antioxydants endogènes : les antioxydants non-enzymatiques et les 

antioxydants enzymatiques. Les antioxydants non-enzymatiques incluent le glutathion, les 

vitamines C et E, les caroténoïdes et les flavonoïdes. Le glutathion est un chelateur 

hydrophylique et constitue un cofacteur des antioxydants enzymatiques GPX (pour 

Glutathione Peroxdase). Les antioxydants enzymatiques, quand à eux, incluent les SOD, (pour 

Superoxide Dismutase), la Catalase et les GPX, (Figure n°16 ; Mikkelsen, Wardman, 2003). 

Les SOD permettent la dismutation d’un anion superoxyde O2
•- en molécules d’H2O2 et d’O2. 

La Catalase, située dans les peroxysomes, dégrade les molécules d’ H2O2 en H2O et O2. Enfin, 

les GPX dégradent l’H2O2 via l’oxydo-réduction des molécules de glutathion. 

Il existe plusieurs isoformes de SOD, toutes codées par le génome nucléaire, et qui ont une 

localisation différente : SOD1 est cytoplasmique, SOD2 est mitochondriale, et SOD3 est 

extracellulaire. Les SOD sont des métalloprotéines : SOD2 est une protéine à Manganèse, elle 

est dite aussi MnSOD, et les SOD1 et 3 ont du Cuivre et du Zinc et sont dites Cu/ZnSOD.  
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Les GPX sont cytoplasmiques. Parmi les isoformes des GPX, seules deux sont ubiquitaires : 

GPX1 est la plus abondante, son substrat préférentiel est H2O2, et GPX4, moins exprimées, a 

pour substrat préférentiel les lipides hydroperoxydés.  

Il est intéressant de noter que SOD2 et GPX1 sont des substrats transcriptionnels de 

p53. Ils sont donc susceptibles d’être induits en réponse aux radiations. Il est à noter que dans 

le cas de SOD2, p53 est capable d’activer ou de réprimer sa transcription. p53 détient donc un 

rôle de contrôle en faveur ou en défaveur du stress oxydant, conditionnant d’autant plus le 

devenir cellulaire. Ces régulations dépendraient de la durée et du niveau de stress oxydant 

et/ou d’expression de p53, (Tan et al, 1999 ; Pani et al, 2000, 2011 ; Perwez-Hussain et al, 

2004 ; Harms et al, 2004 ; Liu, Xu, 2011 ; Maillet, Pervaiz, 2012). D’autre part, en réponse 

aux dommages de l’ADN mitochondrial, p53 est transloqué à la mitochondrie et interagit avec 

la mtDNA polymérase γ, et induit la réplication de l’ADN mitochondrial. L’ADN 

mitochondrial codant pour des éléments de la chaîne respiratoire, cette autre activité de p53 

contribuerait également à réguler la formation de ROS mitochondriaux, (Achanta et al, 2005). 

Par ailleurs, en plus de son rôle anti-apoptotique, la protéine Bcl-2 détient un pouvoir 

anti-oxydant en induisant la relocalisation du Glutathion à la mitochondrie, et l’utilisation de 

mimétiques des BH3 bloque cet effet, (Zimmermann et al, 2007). A l’inverse, certaines 

protéines pro-apoptotiques telles que Bax ont un pouvoir pro-oxydant en favorisant la 

génération de superoxide mitochondriaux par un mécanisme qui reste encore à déterminer, 

(Kirkland et al, 2002, 2010). De plus, ces protéines étant régulées suite à l’irradiation ceci 

Figure n°16 : Principaux mécanismes de régulation du stress oxydant. 
SOD, Superoxide Dismutase ; GPX, Glutathione Peroxidase ; GSH, Glutathion ; GSSG, Glutathione 

disulphide ; GRd, Glutathione Reductase, PRX, Peroxyredoxine ; TRX, Thioredoxine. 
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peut expliquer l’installation et la persistance d’un stress oxydant mitochondrial, (Ogura et al, 

2009). D’autre part, si l’utilisation de BH3-mimétiques ne semble pas altérer l’activité de 

GPX1, (Zimmermann et al, 2007), la forte expression de GPX1 peut quand à elle induire une 

diminution de l’expression de Bax, (Faucher et al, 2005). Il a pu être également montré que 

SOD2 peut interagir avec un large panel de protéines après irradiation, notamment avec Bcl-2, 

(Eldridge et al, 2012). 

Il existe également un lien entre stress oxydant et sphingolipides. Si l’ajout de 

Céramide est connu pour un induire une perturbation mitochondriale et créer un stress 

oxydant, inversement, le stress oxydant peut induire une génération de Céramide, engageant 

ainsi un signal de stress, (Garcia-Ruiz et al, 1997 ; Goldkorn et al, 1998). Il a également été 

montré que le Glutathion se fixe à la Sphingomyélinase neutre (NSMase), bloquant ainsi son 

activité. Par contre, en présence d’un stress oxydant, le Glutathion capte les ROS et libère la 

NSMase, qui pourra alors induire la génération de Céramide, (Liu et al, 1997, 1998). De plus, 

l’invalidation de la Ceramide Synthase 2 provoque un stress oxydant chronique causé par la 

perturbation de la chaîne respiratoire mitochondriale, (Zigdon et al, 2013 ; Kogot-Levin, 

Saada, 2013). Il a aussi été montré que l’inhibition de la Sphingosine Kinase 1 (SK1) favorise 

la génération de Céramide et le stress oxydant, et qu’inversement, un traitement par H2O2 

induit une inhibition de la SK1, (Pchejetski et al, 2007). A l’opposé, un pré-traitement à la 

S1P permet d’empêcher l’apoptose induite par un stress oxydant à l’H2O2, (Moriue et al, 

2008). D’autre part, il est à noter que p53 est susceptible d’induire une diminution de SK1, 

(Taha et al, 2004). En somme, la balance Céramide/S1P peut jouer un rôle important dans la 

production et la signalisation des ROS. Ainsi, l’irradiation favorisant la génération de 

Céramide, la dérégulation de la balance Céramide/S1P pourra conduire là aussi à la 

génération et/ou au maintien des ROS.  

 

Egalement, les Nox (pour NADPH oxidase) sont situées sur la membrane plasmique et 

sur la membrane des phagosomes, et forment une source potentielle de ROS d’origine non-

mitochondriale. Les isoformes des Nox ne diffèrent que par la nature de leur sous-unité 

catalytique gp91phox (ou Nox2), (Kleniewska et al, 2012). Ainsi, on distingue les Nox1, 2, 3, 

et 5 qui produisent des O2
•-, et les Nox4 et Duox1 et 2 qui produisent des H2O2. L’irradiation 

est capable d’induire l’activité NADPH oxidase, et augmente l’expression de certaines sous-

unités dont Nox4, p22phox, p47phox, ce qui favorise la formation de ROS, (Collins-

Underwood et al, 2008 ; Zhang et al, 2012). L’isoforme Nox4 est également capable 

d’inactiver le complexe I de la chaîne respiratoire conduisant ainsi à d’autant plus de stress 
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oxydant, (Koziel et al, 2013). Egalement, l’expression de la sous-unité cytosolique p67phox 

peut être stimulée par p53, (Italiano et al, 2012). 

 

L’irradiation induit aussi l’activation de la NOS (pour Nitric Oxide Synthase) 

conduisant à la génération de NO et d’autres espèces réactives de l’azote ou RNS (pour 

Reactive Nitrogen Species), (Mikkelsen, Wardman, 2003). En particulier, le NO peut réagir 

avec O2
•- pour former le radical anion peroxynitrite ONOO-, qui pourra également altérer les 

macromolécules, (Leach et al, 2002 ; Pall, 2008). 

 

Bien que les systèmes de régulations soient effectifs, il est possible suite à 

l’irradiation, qu’un stress oxydant chronique s’installe et donne lieu à l’installation de 

l’inflammation et de dysfonctions tissulaires pathologiques. Les mécanismes à la source de ce 

stress oxydant chronique et à l’origine de l’apparition de ces effets sont à l’heure actuelle 

encore en cours d’investigation, mais semblent mettre en jeu la persistance de dysfonctions 

cellulaires où les voies liées à p53 et la mitochondrie apparaissent jouer un rôle essentiel, (e.g. 

altération des mitochondries, modulation de l’expression de p53 et/ou des régulateurs du 

stress oxydant, altération des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et/ou de leur 

ADN codant). 

 

v. Survie : Normalité / Sénescence cellulaire / Activation 

 

Les cellules ayant survécu à l’irradiation sont celles qui auront réparé ou toléré leurs 

dommages. Elles présenteront un phénotype normal et assureront leurs fonctions. 

Cependant, certaines cellules survivantes présenteront un phénotype anormal. Ces 

cellules présenteront un stress chronique, notamment visible par la production de facteurs 

inflammatoires et/ou une morphologie altérée. Ces cellules sont activées et/ou sénescentes. En 

particulier, ce profil fait partie des devenirs majeurs observés chez les cellules endothéliales 

après irradiation et pouvant persister. Il sera décrit au cours des prochains chapitres. 

 

 

B. Radiotoxicité sur le tissu sain 

1. Effets secondaires aigues 

a Toxicité aiguë à forte doses létale : les Syndromes Aigus Radio-induits  
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Les Syndromes Aigus Radio-induits (SAR), surviennent chez l’homme dans les 

heures/jours suite à une exposition de l’ensemble ou d’une grande partie du corps, à une forte 

dose de rayonnements ionisants pendant un court lapse de temps. Ceux sont donc des 

évènements plutôt rares survenant généralement en cas d’accidents d’irradiation. Il existe trois 

stades de SAR dont le développement dépend de la dose reçue, (Coleman et al, 2003 ; 

Waselenko et al, 2004 ; Donnelly et al, 2010 ; Stewart et al, 2012) :  

 

i. Le Syndrome Hématopoïétique 

 

Le Syndrome Hématopoïétique (SH) survient chez l’homme dès une exposition de 2,5 

à 8Gy. Le décès du patient survient 1 à 2 mois après irradiation, (Donnelly et al, 2010).  

Le nombre de leucocytes, de plaquettes et d’hématies déclinent au cours du temps. En effet, 

les cellules souches hématopoïétiques renouvelantes et les cellules progénitrices de la moelle 

osseuse sont sensibles aux rayonnements ionisants. Leur disparition est dépendante d’une 

mort post-mitotique et d’une apoptose dépendante de p53. Ceci conduit à une aplasie 

médullaire affectant le système hématopoïétique (leucopénie, anémie, thrombocytopénie), des 

hémorragies, et des infections. 

Selon la dose et l’état du patient, un traitement par transplantation de moelle osseuse, 

cytokines, facteurs de croissance, et antibiotiques, peut être appliqué. 

 

Chez la souris, le SH apparaît dès une exposition sur corps entier de 5 à 13Gy, et le 

décès survient entre 10 et 13 jours. 

 

ii.  Le Syndrome Gastro-Intestinal 

 

Le Syndrome Gastro-Intestinal (SGI) survient chez l’homme dès une exposition de 5 à 

15Gy, et le décès survient 3 à 10 jours après irradiation, (Donnelly et al, 2010). A la suite de 

l’exposition, des troubles gastro-intestinaux sévères apparaissent et s’en suivent une 

défaillance multi-organes, un choc septique, et des hémorragies.  

Les altérations à l’origine du SGI proviennent principalement de la mort des cellules 

proliférantes à la base des cryptes des villosités intestinales, causant ainsi une destruction des 

villosités et à une dégénérescence progressive de la paroi intestinale. 
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Chez la souris, le SGI apparaît dès une exposition à 15Gy sur corps entier et le décès 

survient entre 6 et 8 jours. A 14Gy, le SH et le SGI interviennent : on observe 75% de SGI et 

25% de SH.  

Les travaux du groupe de Kolesnick et coll, ont permit de mieux comprendre les événements 

cellulaires se déroulant lors du SGI, et ont pu notamment montrer que le compartiment 

épithélial n’était pas le seul impliqué. Il a ainsi été montré que la destruction de la paroi 

intestinale après irradiation corporelle totale dépendait de l’apoptose précoce (pic à 4h post-

irradiation) des cellules endothéliales microvasculaires des villosités, avant la mort des 

cellules épithéliales intestinales. En effet, un traitement par la cytokine bFGF (pour basic 

Fibroblast Growth Factor) permet de bloquer le SGI, alors que dans l’intestin, les récepteurs 

au bFGF ne sont présents que sur les cellules endothéliales et non sur les cellules épithéliales, 

(Paris et al, 2001). D’autre part, la survie des cellules épithéliales intestinales après protection 

des cellules endothéliales par bFGF est liée à un maintien du volume des cryptes et non à une 

stimulation de la régénération, (Maj et al, 2003).  

Ce modèle à « double compartiment » est appuyé par des résultats in vitro montrant à l’aide 

d’un système de coculture, que la mort des cellules épithéliales intestinales non-irradiées est 

augmentée lorsqu’elles sont mises en présence de cellules endothéliales microvasculaires 

irradiées à 15Gy, (Gaugler et al, 2007). 

De plus, les expériences réalisées sur souris transgénétiques asmase-/- ou p53-/- ont montré 

que les souris p53-/- ne sont pas protégées du SGI, tandis que les souris asmase-/- le sont via 

une protection contre la mort dépendante du Céramide des cellules endothéliales 

microvasculaires de l’intestin. Cependant, la protection conférée par l’invalidation de 

l’ASMase contre le SGI, ne protège pas contre le SH et les souris en meurent ensuite sous 

quelques jours. Ceci peut être bloqué par une greffe de moelle osseuse 16h post-irradiation, 

(Paris et al, 2001). D’autre part, concernant la mort des cellules épithéliales lors du SGI, il a 

pu être montré deux vagues de mort : une première vague précoce par apoptose dépendante de 

p53, et une seconde vague, dépendante d’une mort mitotique qui est essentielle puisque les 

souris p53-/- ne sont pas protégées du SGI, (Komarova et al, 2004). 

Une déficience en Bax ou Bak favorise la radioprotection endothéliale observée chez les 

souris asmase-/-, et permet une protection des cellules épithéliales intestinales, (Rotolo et al, 

2008). Cependant, il a aussi été montré une indépendance du SGI vis-à-vis de Bax ou Bak, 

(Kirsch et al, 2010). Ces auteurs montreront également ensuite qu’une surexpression de p53 

permet de lever l’impact sur les cellules épithéliales et de protéger du SGI, (Kirsch et al, 

2010 ; Sullivan et al, 2012). Finalement, Rotolo et coll, montreront que l’utilisation 
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d’anticorps anti-Céramide permet une inhibition de l’apoptose endothéliale et une 

radioprotection intestinale. Là aussi, une transplantation de moelle osseuse empêche le SH 

collatéral et permet une protection complète de la souris, (Rotolo et al, 2012). 

 

iii.  Le Syndrome Cérébro-Vasculaire 

 

Le Syndrome Cérébro-Vasculaire (SCV) est le plus délétère et survient chez l’homme 

dés une exposition à 35Gy. Le décès survient dans les 48h. Ce délai est encore réduit pour les 

doses supérieures à 50Gy, (Donnelly et al, 2010). Suite à cette forte exposition, les larges 

vaisseaux sont endommagés et la circulation est très défectueuse. La pression intra-crâniale 

augmente, une inflammation des vaisseaux cérébraux et des méninges peuvent apparaître. Les 

dommages intestinaux et médullaires n’ont pas le temps d’apparaître dans ce lapse de temps. 

Il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement. 

 

b Toxicité aiguë non-létale 

 

Bien que de plus en plus précise, la radiothérapie externe n’épargne jamais 

complètement les tissus sains périphériques. Chez 80% des patients traités surviendront des 

effets secondaires aigus liés à l’endommagement de ces tissus sains. Ces effets secondaires 

vont différer selon le volume irradié, la localisation de la tumeur ciblée, la dose d’irradiation, 

la sensibilité individuelle du patient, et son état général, (Stewart et al, 2012). 

Les effets secondaires classiquement rencontrés consistent à : une réaction 

inflammatoire caractérisée par des œdèmes et des érythèmes au niveau de la zone irradiée ; 

une lésion des muqueuses ; une aplasie médullaire partielle si la zone irradiées concerne une 

large proportion du thorax, de l’abdomen ou du pelvis ; des nausées, vomissement, diarrhées, 

lorsqu’il s’agit de la région gastro-abdominale ; une perte des cheveux lorsqu’il s’agit de la 

tête ; une infertilité, lorsqu’il s’agit des gonades.  

Ils peuvent être réduit par une diminution de la dose d’irradiation au cours du 

traitement ou être traités par différents agents pharmacologiques.  

Ils sont principalement liés à une inflammation et à une mort cellulaire précoce par 

apoptose ou par mort mitotique, dans les heures/jours/semaines suivant la radiothérapie. 

Ainsi, les cellules ciblées sont principalement des cellules ayant une capacité de prolifération. 

(Figure n°17 ; Stone et al, 2003 ; Barnett et al, 2009 ; Stewart et al, 2012).  
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2. Effets secondaires tardifs & Epidémiologie 

 

L’apparition des effets secondaires tardifs après irradiation concernent une plus faible 

proportion de patients : 5 à 10%, ce qui reste néanmoins considérable. Ces effets surviennent 

plusieurs mois voire plusieurs années après traitement par radiothérapie. Ils sont donc 

difficilement prévisibles et traitables, et vont dépendre aussi des caractéristiques individuelles 

de chaque patient, (âge, antécédents, volume irradié…). Dans le moindre des cas, ils peuvent 

simplement altérer la qualité de vie, mais dans le pire des cas, ils peuvent engager le pronostic 

vital. 

Ces effets concernent l’impact des rayonnements ionisants sur les tissus sains matures 

composés en majorité de cellules non-proliférantes. Ces cellules survivent aux radiations mais 

peuvent présenter un phénotype de stress persistant. (Figure n°17 ; Stone et al, 2003 ; 

Coleman et al, 2003 ; Stewart et al, 2012). 

 

Figure n°17 : Exemples d’effets secondaires aigus & tardifs après radiothérapie. 
Adapté de Barnett et al, 2009. 
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a Principaux effets secondaires tardifs – Tête & cou 

 

Après une radiothérapie de cancer « Tête & Cou », divers dommages tardifs peuvent 

survenir. En particulier, les dommages vasculaires au niveau des carotides vont se traduire 

notamment par un épaississement de la paroi, une sténose, et en particulier une athérosclérose. 

Ces patients ont un risque relatif 2 à 9 fois plus élevé de développer un accident vasculaire 

cérébral (AVC), (Gianicolo et al, 2010 ; Stewart et al, 2012 ; Gujral et al, 2013). 

 

L’irradiation des tumeurs cérébrales augmente également le risque relatif d’AVC de 

38 fois pour des irradiations >30Gy, (Bowers et al, 2006 ; Stewart et al, 2012). L’irradiation 

du cerveau entraîne également des complications au niveau de la microcirculation : les 

cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique sont endommagées, notamment par 

une apoptose partielle dépendante de l’ASMase (Li et al, 2003), et une augmentation de la 

perméabilité, ce qui engendre des œdèmes, des thromboses et des hémorragies. Il y a 

également une inflammation et un stress oxydant. Peuvent également survenir une 

démyélinisation liée à une mort des oligodendrocytes et des neurones. De troubles cognitifs 

mineurs à sévères et un défaut de la mémoire peuvent apparaître. Ces effets sont irréversibles 

et surviennent dans les 6 mois post-irradiation à 40–60Gy fractionnés.  

 

Les lésions tardives des muqueuses orales surviennent dans les 6 mois à 5 ans après 

radiothérapie (>50Gy fractionnés). Elles consistent au développement progressif de 

dommages vasculaires, de fibrose tissulaire, d’ulcères, (Cooper et al, 1995) 

 

b Principaux effets secondaires tardifs – Thorax 

 

De nombreuses pathologies cardiovasculaires sont recensées parmi les effets 

secondaires tardifs (Stewart et al, 2012). Ils surviennent jusqu’à plusieurs années après 

radiothérapie dès >30Gy fractionnés. Il s’agit de dysfonctions des artères coronaires, du 

myocarde, de la microcirculation sanguine, du péricarde…  

En particulier, les atteintes du myocarde et du péricarde, sont caractérisées par des dommages 

des microvaisseaux associés notamment à une inflammation, des troubles thrombotiques, une 

diminution du nombre de capillaires, une ischémie et une fibrose. 
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Concernant les macrovaisseaux artériels et veineux, on peut observer une augmentation des 

risques de sténoses, de thromboembolie, une perturbation du flux sanguin, un épaississement 

des parois, et une athérosclérose. 

Ces pathologies peuvent être sévères dans la mesure où il a été reporté une augmentation des 

décès liés aux pathologies cardiaques, en particulier par infarctus du myocarde, chez les 

patients traités par radiothérapie pour des cancers du sein (risque relatif 1,2 à 2 fois plus 

élevé) ou des lymphomes d’Hodgkin (risque relatif 2 à 7 fois plus élevé), (Aleman et al, 

2007 ; Clarke et al, 2005) 

 

Dans le cas d’une irradiation pulmonaire, les effets secondaires se traduisent par une 

pneumonie dans les 1 à 3 mois après radiothérapie, et peut conduire à une fibrose pulmonaire 

6 à 24 mois après radiothérapie à <20Gy fractionnés, (Fajardo, 2005 ; Stewart et al, 2012). Il 

en résulte une insuffisance pulmonaire sévère. Au niveau cellulaire, la pneumonie est causée 

par une combinaison d’un défaut de la perméabilité vasculaire, une perte de pneumocytes, et 

une inflammation persistante, (notamment une surexpression de TGF-β). Surviennent ensuite 

une sclérose vasculaire progressive et l’installation de la fibrose. 

 

c Principaux effets secondaires tardifs – Abdomen & Pelvis 

 

Les lésions tardives du tractus gastro-intestinal surviennent d’au moins 3 mois à 

plusieurs années après radiothérapie. Elles se manifestent par des troubles de l’absorption et 

de la digestion jusqu’à des constrictions/obstructions intestinales, des perforations et des 

formations de fistules dans les muqueuses. Ces complications reposent elles-mêmes sur le 

développement d’une fibrose tissulaire et de dommages vasculaires et conjonctifs. Ceci 

conduit à l’installation de la fibrose intestinale radique, (Haydont, Vozenin-Brotons, 2007 ; 

Stewart et al, 2012). 

 

La radiotoxicité du pancréas se caractérise par une pancréatite chronique et des 

troubles de la fonction exocrine, et apparaît pour des doses au-delà de 40–50Gy fractionnés. A 

50–60Gy fractionnés, une atrophie des acini et une fibrose pancréatique apparaissent. 

 

Dans le cas du foie, les dommages hépatiques surviennent approximativement 3 mois 

après irradiation. On parle de « maladie veino-occlusive». Cela peut conduire à une 

défaillance hépatique sévère. Là aussi des troubles vasculaires et fibrotiques sont mis en jeu. 
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Notion émergente – Ainsi, l’apparition des effets secondaires tardifs semble faire 

intervenir un ensemble d’évènements cellulaires aboutissant au développement de lésions. Si 

déterminer quels sont les facteurs essentiels à cibler pour les empêcher est une tâche 

complexe, il semble toutefois que le développement de ces lésions repose sur l’installation 

d’un stress cellulaire chronique chez les cellules survivantes. En particulier, le 

développement de dommages vasculaires et de fibrose tissulaire sont des évènements majeurs 

parallèles ou conjoints. 

En ce sens, le dernier rapport de l’ICRP, (The International Commission on 

Radiological Protection ; Stewart et al, 2012) rappelle que :  

 « Cependant, il est maintenant devenu clair que la mort cellulaire ne peut pas 
expliquer tous les effets observés dans les tissus irradiés, en particulier les effets 
tardifs. En plus des dommages de l’ADN, les ROS et les RNS générés dans les tissus 
irradiés altèrent aussi les protéines, les lipides, les glucides et autres molécules 
complexes, et initient les voies de signalisations. (…) Par exemple, la fibrose radique, 
un des principaux effets secondaires tardifs, peut être causée par une sénescence 
prématurée et par une différentiation post-mitotique accélérée conduisant à un dépôt 
excessif de collagène par les cellules mésenchymales irradiées, (fibroblastes, 
myofibroblastes, cellules musculaires lisses), et non par une mort cellulaire. (…) Ces 
réponses tissulaires (impliquant des cytokines et autres médiateurs) peuvent être 
initiées bien avant la mort cellulaire et la manifestation de dommages tissulaires, et 
peuvent persister pour de longues périodes. » 

 

Il apparait également que l’endothélium assure une réponse précoce et 

persistante/tardive. Comprendre les effets intervenants sur l’endothélium est donc d’une 

importance majeure dans le but de limiter aussi bien les effets aigus (nous avons déjà évoqué 

son rôle essentiel dans le développement du syndrome gastro-intestinal) que  les effets tardifs. 

Ainsi, comme nous le verrons au cours des prochains chapitres, dans l’endothélium, les 

radiations engendrent notamment un phénotype dysfonctionnel, inflammatoire mais aussi plus 

particulièrement, un phénotype de sénescence prématurée. L’ensemble de ces évènements est 

tout à fait favorable au développement d’effets secondaires tardifs.  
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II.  IMPORTANCE DE L ’ENDOTHELIUM DANS LA REPONSE AUX RAYONNEMENTS 

IONISANTS &  SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE 

A. Vascularisation et homéostasie tissulaire 

 

Les vaisseaux sanguins ont pour rôle majeur d’irriguer les tissus, permettant ainsi les 

échanges gazeux, et l’apport de nutriments essentiels à leur bon fonctionnement. Ils assurent 

aussi le rôle de barrière entre les éléments figurés du sang et les tissus environnants.  

On distingue deux classes de vaisseaux sanguins : les macrovaisseaux (artéres et 

veines) et les microvaisseaux (capillaires). Si les premiers assurent la répartition du sang vers 

l’ensemble des compartiments du corps, les seconds assurent l’irrigation au sein des tissus et 

le maintien de leur homéostasie, (Cines et al, 1998). Selon leur nature, la structure des 

vaisseaux diffère, (Figure n°18). Les macrovaisseaux sont composés d’endothélium et de 

couches cellulaires supérieures, en particulier des cellules musculaires permettant de contrôler 

la dilatation et la constriction de ces larges vaisseaux. Les capillaires ne sont quand à eux, 

composés que d’une simple couche de cellules endothéliales reposant sur une membrane 

basale. Chaque cellule du corps humain est normalement placée à une distance inférieure à 

Figure n°18 : Représentation de la structure des vaisseaux sanguins. 
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100µm d’un capillaire, (Carmeliet, Jain, 2000). Les capillaires sont soit continus, soit 

fenestrés, soit sinusoïdes (ou discontinus). Leur diamètre varie de 3 à 10µm. Les capillaires 

continus sont composés de cellules endothéliales jointives, reposant sur une lame basale 

également continue. On les rencontre au sain de la vascularisation pulmonaire, intestinale, et 

musculaire. Le système nerveux central est composé de capillaires continus qui ont la 

particularité d’être associés à des astrocytes et d’avoir un haut contrôle des jonctions et des 

transports membranaires. Cette structure particulière forme la barrière hémato-encéphalique. 

Les capillaires fenestrés présentent des perforations dans la paroi endothéliale (pores de 

70nm) et reposent sur une lame basale continue. On les rencontre dans les zones de hauts 

échanges moléculaires inter-compartimentaux telles que l’intestin, les reins, et les glandes 

endocrines. Enfin, les capillaires sinusoïdes présentent quand à eux des orifices trans-

cytoplasmiques de 1 à 3µm, et reposent sur une lame basale discontinue. On les rencontrent 

par exemple dans la moelle osseuse, la rate, et le foie. Ils permettent un ralentissement du flux 

sanguins et le passage facile des éléments figurés du sang. 

 

La fréquence de renouvellement des cellules endothéliales est faible hormis au sein 

des régions de l’arbre vasculaire soumises à un flux sanguin important. En moyenne, la durée 

de vie des cellules endothéliales est de 1 à 3 ans, mais peut descendre sous la barre des 100 

jours s’il survient une dénudation mécanique liée à l’hypertension et au vieillissement, 

(Schwartz, Benditt, 1976, 1977 ; Davies et al, 1986). 

 

L’endothélium a un rôle dans le contrôle de la vasodilatation et de la vasoconstriction, 

notamment via la sécrétion de NO, d’Endothélines et d’Angiotensines. 

A l’état basal, l’endothélium a également un rôle anti-thrombotique. Il produit des 

substances anti-coagulantes et anti-agrégantes telles que la Thrombomoduline, la 

Prostacycline, et le tPA et l’uPA (pour tissue type et urokinase type Plasminogen Activator). 

Aussi, la paroi de la lumière endothéliale est chargée négativement afin d’inhiber les 

interactions avec les cellules circulantes. 

L’endothélium a un rôle important lors de processus inflammatoire. Les cellules 

endothéliales expriment alors un panel de molécules permettant le recrutement des cellules 

immunitaires. Notamment, elles expriment les facteurs ICAM-1 (pour Inter Cellular Adhesion 

Molecule 1), PECAM-1 (pour Platelet Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (pour Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1), et les E- et P-sélectines. (Cines et al, 1998). 
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B. Radiosensibilité des cellules endothéliales 

 

Comme nous l’énoncions plus haut, si peu d’études concluent sur une mort mitotique 

des cellules endothéliales après irradiation sauf en cas de prolifération, (Hari et al, 2000), 

plusieurs études font état d’une mort par apoptose (Fuks et al, 1994 ; Gaugler et al, 1998) 

quelques heures post-irradiation : 4 à 10h pour les cellules endothéliales microvasculaires 

(Langley et al, 1997) et 12 à 16h pour les cellules endothéliales macrovasculaires (Gadjusek 

et al, 2001). Ces données sont en concordance avec le fait que les cellules endothéliales sont 

majoritairement soumises à une mort cellulaire dépendante de la génération du Céramide 

visible avant 4h et jusqu’à 24h post-irradiation, (Peña et al, 2000 ; Paris et al, 2001 ; Li et al, 

2003). 

Sur le plan histologique, les micro- et macrovaisseaux présenteront des lésions 

différentes. En effet, les macrovaisseaux sont moins radiosensibles que les microvaisseaux. 

Les macrovaisseaux peuvent présenter des dysfonctions vasculaires pouvant être fatales, 

comme des phénomènes de thrombose, d’occlusion, d’inflammation, de fibrose, 

d’athérogénèse, voire de rupture du vaisseau. Les lésions sur les microvaisseaux sont plus 

fréquentes. Ils peuvent présenter des phénomènes de constrictions, d’augmentation de la 

perméabilité, d’inflammation, de thrombose, de fibrose, de réduction du réseau, et d’ischémie 

; cela conduit à des dysfonctions tissulaires plus ou moins importantes pouvant altérer le bon 

fonctionnement des organes irrigués par ces vaisseaux, (Figure n°19 ; Fajardo, 2005). 

Cependant, de nombreuses publications utilisent des modèles in vitro de cellules issues 

de macrovaisseaux (e.g. HAEC (pour Human Artery Endothelial Cell)), voire même des 

cellules de macrovaisseau ombilical, (e.g. HUVEC (pour Human Umbilical Vein Endothelial 

Cell)), bien que ce dernier type ne soit jamais impliqué dans des pathologies vasculaires 

classiques. Ces interprétations sont à prendre avec une certaine précaution, notamment dans le 

cas d’une explication de la radiotoxicité vasculaire des tissus sains composés essentiellement 

de capillaires.  

De plus, les cellules endothéliales microvasculaires peuvent avoir une radiosensibilité 

différente en fonction de leur nature et du tissu qu’elles irriguent. On observera ainsi que les 

cellules microvasculaires du derme sont plus radiosensibles que les cellules microvasculaires 

hépatiques ; et que les cellules microvasculaires du poumon, du cerveau, et des ovaires, auront 

une radiosensibilité intermédiaire, (Roth et al, 1999 ; Fajardo, 2005 ; Park et al, 2012).  



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

53 
 

Il est important par ailleurs de considérer le cycle cellulaire des cellules endothéliales 

lors de la radiothérapie. Les cellules endothéliales une fois différenciées ne se divisent plus ou 

presque : on mesure ~0,1% de réplication/jour, (Gimbrone et al, 1974 ; Cines et al, 1998). 

Cependant, leur capacité de division et/ou le recrutement de progéniteurs endothéliaux 

peuvent être activés en cas de cicatrisation ou d’hypoxie tissulaire tel qu’il est observé au sein 

des tumeurs. Autrement dit, une étude in vitro utilisant des cellules proliférantes (1 à 10% de 

réplication/jour) ne fournira pas les mêmes résultats, ni les mêmes interprétations qu’une 

étude utilisant des cellules quiescentes formées en monocouche stable. Notamment, les 

cellules proliférantes seront d’avantage liées par exemple à un contexte d’angiogénèse, de 

cicatrisation, de vieillissement ou encore d’athérosclérose, alors que les cellules quiescentes 

seront davantage liées à une atteinte d’une vascularisation normale au sein d’un tissu sain. 

Dans le cas d’une étude sur l’impact de la radiothérapie sur l’endothélium, il faudra donc 

distinguer cet aspect afin de ne pas confondre une interprétation liée par exemple à 

l’endothélium tumoral proliférant ou à l’endothélium des tissus sains périphériques. En effet, 

pour ne citer que l’exemple des dommages de l’ADN : ils auront plus d’impact sur des 

cellules endothéliales en cours de division, que sur des cellules ne se divisant pas qui auront le 

temps de réparer leurs dommages voire pourront en partie les tolérer, (Igarashi et al, 2007 ; 

Bonnaud et al, 2007). Toutefois, de nombreuses publications sur la radiotoxicité écartent ce 

Figure n°19 : Observations histologiques de dommages vasculaires après radiothérapie, 
(Fajardo, 2005). A. Microscopie à transmission d’un capillaire myocardique de lapin en coupe 

longitudinale, 39 jours après 20Gy (dose unique sur cœur). Au centre, présence d’un large thrombus de fibrines 
et de plaquettes. B. Marquage hématoxyline-éosine. Coupe transversale d’une artère coronaire d’un patient 

décédé d’un infarctus du myocarde 16 mois après avoir reçu la dose de 40Gy pour un traitement de lymphome 
d’Hodgkin. Observation d’une lumière vasculaire rétrécit et d’une prolifération myointimale. 
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paramètre et utilisent des cellules qui ne sont pas placées clairement en état de quiescence par 

confluence stable, ou par appauvrissement en facteurs de croissance. Les conclusions de ces 

études doivent donc toujours être replacées dans leur contexte.  

Par ailleurs, « l’âge » des cellules est à prendre en compte. Il existe une différence de 

radiosensibilité pour des cellules endothéliales progénitrices provenant de sang de cordon 

ombilical ou de sang périphérique d’adulte. Il a ainsi été montré que les cellules « jeunes » 

sont plus proliférantes que les cellules « adultes » et qu’elle régule différemment la réponse au 

stress radio-induit. En particulier, si les cellules « jeunes » répondent préférentiellement par 

une entrée en apoptose, les cellules « adultes » quand à elles, répondent préférentiellement par 

une entrée en sénescence, (Mendonca et al, 2011). 

 

 

C. Modulation de la mort radio-induite aigue des cellules endothéliales par la 

Sphingosine-1-Phosphate 

1. Le Céramide & l’ASMase : médiateurs endogènes de la mort cellulaire 

endothéliale après irradiation 

  

Comme nous avons pu le constater au cours des chapitres précédents, la voie de mort 

par apoptose dépendante de l’activation de l’ASMase et de la génération du Céramide revêt 

une importance majeure pour les cellules endothéliales saines irradiées, (Haimovitz-Freidman 

et al, 1994 ; Peña et al, 2000 ; Gaugler et al, 2007 ; Petrache et al, 2011 ; Rotolo et al, 2012).. 

Nous avons pu également constater que cette importance se caractérise in vivo notamment par 

la protection contre le Syndrome Gasto-Intestinal chez les souris asmase-/-, (Paris et al, 

2001). 

Cette voie de mort sera aussi importante concernant les cellules endothéliales liées à 

l’angiogénèse tumorale. En effet, il a été montré que des souris asmase-/- porteuses de 

tumeurs, ont une rapidité de croissance tumorale augmentée de 200 à 400%, et une 

microvascularisation moins sensible aux radiations. Ceci confère une augmentation de la 

radiorésistance de la tumeur, (Garcia-Barros et al, 2003). L’induction d’une surexpression 

d’ASMase dans l’endothélium tumoral restaure la radiosensibilité tumorale, (Stancevic et al, 

2013). Cependant, les cellules endothéliales proliférantes sont également soumises aux 

dommages de l’ADN après irradiation, et seront donc également soumises à une mort post-

mitotique, (Bonnaud et al, 2007).  
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Ainsi, pour les tumeurs étant hétérogéniquement composées de cellules endothéliales 

proliférantes et non-proliférantes, (e.g. hypoxique), les traitements anti-tumoraux devront 

s’attacher à cibler la voie dépendante du Céramide et la voie dépendante des dommages de 

l’ADN, mais, tout en préservant les cellules saines elles aussi soumises à l’apoptose 

dépendante de la génération du Céramide. Ou, comme nous le verrons ensuite, il s’agira de 

trouver le moyen de bloquer l’apoptose dépendante du Céramide sans bloquer la voie de mort 

post-mitotique. 

 

2. La Sphingosine-1-Phosphate : agent exogène pro-survie après 

irradiation des cellules endothéliales 

 

La Sphingosine-1-Phosphate (S1P) est un sphingolipide bio-actif originalement 

identifiée comme le produit de l’action des Sphingosine Kinases (SK) sur la Sphingosine, 

(pour rappel, Figure n°5).  

Il existe un véritable rhéostat Céramide/S1P. Autrement dit, il a été montré une 

balance entre les concentrations cellulaires en Céramide et la S1P conditionnant l’état de la 

cellule. En effet, la S1P est connue pour avoir une action diamétralement opposée à celle du 

Céramide. Ses rôles biologiques sont multiples notamment dans la survie, la prolifération, la 

migration, la différenciation, l’inflammation, la perméabilité, l’angiogénèse, et l’hypertrophie. 

Ainsi, un déséquilibre de la balance Céramide/S1P, ou la stimulation d’une de ces deux voies, 

peut provoquer respectivement l’enclenchement d’un processus d’apoptose ou d’un processus 

de survie, (Cuvillier et al, 1996 ; Fyrst, Saba, 2010). La S1P peut avoir une action 

intracellulaire directe, ou extracellulaire auto/paracrine suite à sa sécrétion hors de la cellule. 

Des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à des protéines G (RCPG) ont été 

identifiés pour la S1P. Il en existe 5 isoformes, nommés S1P1 à S1P5. Les récepteurs S1P4 et 

S1P5 sont respectivement réservés aux tissus lymphoïdes et hématopoïétiques, et au système 

nerveux central. La S1P peut également avoir un rôle intranucléaire en régulant des histones 

déacétylases, (Hait et al, 2009). 

Le mécanisme d’action de la S1P dans l’endothélium demande encore à être éclairci. 

Parmi les cibles moléculaires connues, la S1P régule l’activité des voies PI3K/Akt (pour 

Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/Akt), MAPK (pour Mitogen Activated Protein Kinase ou ERK 

pour Extracellular signal Regulated Kinase), PLC (pour Phospholipase C), eNOS (pour 

endothelial Nitric Oxyde Synthase), Rac, Rho,… (Lucke, Levkau, 2010 ; Fyrst, Saba, 2010 ; 

Bonnaud et al, 2010). L’action extracellulaire de la S1P sur l’endothélium a essentiellement 
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été reportée via les récepteurs S1P1, 2 

et 3, (expression : S1P1>S1P2≈S1P3). 

Le récepteur S1P1 est couplé à une 

protéine Gi, alors que les S1P2 et 3 

sont couplés aux protéines Gq, G13 et 

Gi. Ils n’ont pas exactement les 

mêmes cibles moléculaires. Il a par 

exemple été montré que S1P1 active 

Rac et favorise la migration, alors que 

S1P2 inhibe Rac et la limite, (Figure 

n°20 ; Okamoto et al, 2000 ; Paik et 

al, 2001). Les récepteurs à la S1P ont aussi la possibilité de transactiver d’autres récepteurs : 

des récepteurs à Tyrosine kinase, (e.g. VEGFR, PDGFR, EGFR), des RCPG, (e.g. CXCR4), 

et des récepteurs Ser/Thr kinases (e.g. TGF-βRII). La S1P possède aussi une activité 

ambivalente dans l’inflammation. Elle peut être pro-inflammatoire en induisant la 

Cyclooxygénase-2 et la Prostaglandine E2, mais peut tout aussi bien induire qu’inhiber 

l’adhésion endothélium/leucocyte, (Lucke, Levkau, 2010).  

 

Depuis quelques années, l’action exogène de la S1P est exploitée en tant que potentiel 

agent pharmacologique contre la mort cellulaire dépendante du Céramide, (Cuvillier et al, 

1996). Il a été montré que que les cellules transfectées avec la SK présentent une réduction de 

l’apoptose, (Olivera et al, 1999), alors que les cellules transfectées avec la Sphingosine-1-

Phosphate Phosphatase (SPP), présentent une apoptose augmentée et une augmentation des 

concentrations en Céramide et Sphingosine intracellulaires, (Le Stunff et al, 2002). Par 

ailleurs, la S1P protège les cellules HUVEC d’une apoptose induite par un traitement au 

Céramide-C2, (Lee et al, 1999). Egalement, in vivo chez la souris, il a été montré une 

protection, par un pré-traitement à la S1P, de la mort cellulaire radio-induite dépendante du 

Céramide sur des oocytes exposés aux radiations afin d’induire une stérilité, (Morita et al, 

2000 ; Paris et al, 2002). La S1P peut aussi empêcher la mort cellulaire induite par le TNFα, 

Fas, et H2O2, (Cuvillier et al, 1996 ; Moriue et al, 2008).  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, les travaux de l’équipe de Kolesnick et coll, 

ont mis en évidence une voie de mort dépendante de la génération du sphingolipide Céramide 

Figure n°20 : Exemple de signalisation des 
récepteurs S1P1, 2 et 3, (Pyne, Pyne, 2010). 
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à la membrane des cellules endothéliales microvasculaires, sous le contrôle de l’ASMase. 

Cette voie de mort impacte les cellules cyclantes et non-cyclantes.  

Les recherches consécutives de Bonnaud et coll, en 2007, au sein de notre équipe, ont alors 

porté sur l’utilisation de cellules endothéliales microvasculaires humaines transformées par le 

SV40, les cellules HMEC-1, placées en milieu appauvri permettant de bloquer la prolifération 

seulement durant les premières 24h. Il a pu être mis en évidence que l’utilisation de la 

Désipramine (inhibiteur de l’ASMase) mais pas de la Fumonisine B (inhibiteur de la 

Céramide Synthase), permet de bloquer l’apoptose radio-induite des HMEC-1 mesurée à 24h. 

Cette voie de mort est donc dépendante de l’ASMase et du Céramide généré après irradiation. 

De plus, un pré-traitement à la Sphingosine-1-Phosphate (1µM) permet de protéger les 

cellules HMEC-1 de l’apoptose radio-induite dépendante du Céramide. Cependant, la seconde 

vague de mort, mesurée à 72h, qui est indépendante du Céramide et est dépendante d’une 

mort post-mitotique, n’est pas inhibée par la S1P. Ceci est en concordance avec le fait que le 

pré-traitement à la S1P ne bloque pas l’induction de dommages de l’ADN, ni, l’arrêt dans le 

cycle cellulaire, ni l’induction de dommages chromosomiques, ni la formation de 

micronoyaux. La combinaison du pré-traitement à la S1P et du post-traitement au 

Nocodazole, qui est un inhibiteur de la formation de microtubule pendant la mitose et permet 

de bloquer ou retarder la mort mitotique, permet d’empêcher la mort par apoptose et post-

mitotique après irradiation, (Figure n°21).  

Ainsi, ce modèle a mis en avant les propriétés radioprotectrices de la S1P qui, en 

protégeant les cellules non-cyclantes, permet de protéger la vascularisation quiescente 

des tissus sains, et n’altère pas l’impact des rayonnements ionisants sur les cellules 

endothéliales cyclantes composant la néovascularisation proliférante des tumeurs. 

 

Les travaux suivants de Bonnaud et coll, en 2010, ont alors montré in vivo, que 

l’utilisation d’un pré-traitement par la S1P avant une irradiation sur corps entier à 15Gy chez 

la souris, permet d’empêcher la mort consécutive à l’apparition du SGI dans les 5–7 jours 

post-irradiation. Cependant, les souris basculent en SH et meurent dans les 9–12 jours post-

irradiation, sauf en cas de greffe de moelle osseuse dans les 16h post-irradiation. La greffe de 

moelle osseuse seule ne protège pas de la mort par SGI. La protection par la S1P contre le 

SGI est conférée par une protection contre l’apoptose radio-induite dépendante du Céramide 

chez les cellules endothéliales des villosités intestinales. Cette protection passe par via 

l’activation de RCPGi et l’activation de la voie AKT. 
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Une certaine attention doit toutefois être accordée à l’utilisation de la S1P en tant que 

traitement pharmacologique contre d’éventuels effets indésirables de la radiothérapie. En 

effet, dans le cas de cellules cancéreuses répondant ou portant des récepteurs à la S1P, c’est 

par exemple le cas de glioblastomes multiforme (GBM), la S1P pourrait avoir des effets 

indésirables. La S1P a aussi des propriétés pouvant contribuer à la protection non-souhaitée 

de la tumeur, voire sa progression, (Van Brocklyn et al, 2003). L’utilisation d’inhibiteur de la 

SK1 permet de restaurer la sensibilité de GBM au Témozolomide, (Bektas et al, 2009). Il a pu 

aussi être observé que la résistance de mélanomes à l’apoptose induite par le Céramide ou 

Fas, était conférée par une forte expression de la SK1 et de S1P, (Bektas et al, 2005). 

 

Egalement, si la S1P préserve la survie de l’endothélium, elle peut également avoir des 

effets indésirables sur sa fonction. En effet, la S1P peut moduler la perméabilité vasculaire via 

une régulation des complexes de jonctions cellule-cellule et une réorganisation du 

Figure n°21 : Schéma séquentiel des événements moléculaires conduisant à l’apoptose 
dépendante du Céramide et la mort post-mitotique dans les cellules endothéliales. 

Adapté de Bonnaud et al, 2007. 
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cytosquelette d’actine. Si l’action de la S1P par S1P1 favorise l’étanchéité des jonctions 

cellule-cellule, la diminution de S1P1 ou l’activité de S1P2 favorise au contraire une 

augmentation de la perméabilité. Toutefois, dans les cellules endothéliales, S1P1 est 

généralement plus exprimé que S1P2, (Singleton et al, 2005 ; Sanchez et al, 2007 ; Sun et al, 

2009 ; Lee JF et al, 2009). Cependant, il apparait une différence de profil chez les cellules 

endothéliales en sénescence qui vont exprimer davantage les récepteurs à la S1P. Comparées 

aux cellules normales, ces cellules présentent des défauts de perméabilité, de migration et de 

formation de tubes, sous traitement à la S1P. L’inhibition du récepteur S1P2 permet de 

restaurer ces fonctions, montrant ainsi l’impact important de l’activité de S1P2 dans les 

dysfonctions présentées par les cellules endothéliales sénescentes, (Estrada et al, 2008 ; Lee et 

al, 2009 ; Lu et al, 2012).  

 

 

Notion émergente – Suite aux travaux de notre équipe, une question apparaît, (Figure 

n°22 ; Bonnaud et al, 2007). Nous avons pu constater que le pré-traitement à la S1P avant 

irradiation des cellules endothéliales ne modifiait pas l’induction de dommages de l’ADN 

mesurés par marquage de foyers γH2AX. Nous avons aussi pu observer que la cinétique de 

disparition des foyers et donc de réparation des cassures n’était pas modifiée et était efficace 

avant 24h. En effet, au temps 24h, nous pouvons observer une différence significative pour les 

cellules traitées à la S1P : il reste ~10% de dommages de l’ADN de plus que les cellules 

irradiées uniquement. Ainsi, l’impact et la persistance de ces dommages doivent être vérifiés. 

Figure n°22 : Mesure du nombre de cellules positives pour γH2AX en fonction du 
temps, après irradiation et/ou pré-traitement à la S1P. 

Adapté de Bonnaud et al, 2007. 
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Car, en effet, la persistance de dommages de l’ADN représente un stress chronique 

susceptible de déclencher des réponses cellulaires tardives. En particulier, comme nous le 

verrons au cours des prochains chapitres, la persistance de dommages de l’ADN peut aboutir 

au développement d’un phénotype sénescent potentiellement associé à un phénotype pro-

inflammatoire. Ces caractéristiques sont susceptibles de favoriser l’apparition de dysfonctions 

et/ou de lésions tissulaires persistantes/tardives. 

 

 

D. Effets de l’irradiation sur le tissu vasculaire & perturbation de 

l’homéostasie tissulaire 

 

Suite à l’irradiation, les cellules endothéliales subissent des changements de 

conformations et des perturbations des interactions cellules-cellules. En effet, on peut 

notamment observer des modifications de la distribution du réseau de F-actine, des jonctions 

VE-Cadhérines et une activation de la GTPase RhoA. Il en résulte ainsi une perturbation de 

l’intégrité de la paroi des vaisseaux et une augmentation de la perméabilité endothéliale. Ces 

altérations sont dépendantes de la dose reçue et sont susceptibles de persister dans le temps, 

(Evans et al, 1986 ; Waters et al, 1996 ; Gabrys et al, 2007 ; Rousseau et al, 2011 ; Fauquette 

et al, 2011). Ainsi, les échanges entre le compartiment sanguin et les tissus sont altérés ce qui 

peut favoriser l’apparition d’œdèmes et l’engagement de processus inflammatoire et 

fibrotiques, (Law, 1985 ; d’Avella et al, 1998 ; Nguyen et al, 2000).  

L’irradiation « active » les cellules endothéliales, (Figure n°23). Les cellules 

endothéliales irradiées présentent des changements dans leur sécrétome, en particulier, elles 

Figure n°23 : Principaux effets des radiations ionisantes sur l’endothélium vasculaire, 
(Milliat et al, 2008). 
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vont activer leur sécrétome inflammatoire. Notamment, il a été montré une augmentation de 

l’expression des Interleukines 6 et 8 dès 18h après irradiation à 2Gy et pouvant persister au-

delà de 6 jours. Ces modulations sont dépendantes de la dose et du temps post-irradiation. 

Certains facteurs membranaires sont également modulés favorisant un phénotype pro-

inflammatoire, pro-coagulant et pro-fibrosant. Par exemple, les cellules endothéliales irradiées 

expriment d’avantage d’ICAM-1 (pour Inter Cellular Adhesion Molecule 1), de PECAM-1 

(pour Platelet Adhesion Molecule-1), de TGF-β (pour Tumoral Growth Factor-β), de P-

Sélectine, de Thrombine, de PAI-1 (pour Plasminogen Activator Inhibitor-1), et moins de 

Thrombomoduline. Ceci favorise notamment le recrutement et l’adhésion de cellules 

immunitaires, de plaquettes et la stimulation de facteurs de la coagulation. Ces modulations 

peuvent elles aussi persister longtemps après irradiation, et l’utilisation d’anti-oxydants ou 

d’anti-inflammatoires peut limiter ces effets, (Gaugler et al, 1997 ; Van der Meeren et al, 

1997, 1999 ; Hallahan et al, 1999 ; Mouthon et al, 2003 ; Wang et al, 2002, 2004 ; Milliat et 

al, 2008 ; Holler et al, 2009 ; Kiyohara et al, 2011 ; Yuan et al, 2013).  

 

 

E. Implication de l’endothélium irradié dans les lésions radio-induites tardives  

 

En somme, suite à l’irradiation des vaisseaux sains, deux types de réponses ont été 

caractérisées. Un premier type concerne une vague aiguë de mort cellulaire endothéliale dans 

les 24h post-irradiation dépendante de la génération de Céramide. Et, un second type de 

réponse, concerne l’impact sur les cellules survivantes et pouvant se traduire par : une 

détérioration des capillaires, une augmentation de la perméabilité, un épaississement de la 

membrane basale, une augmentation du volume du capillaire et des cellules, une activité pro-

inflammatoire, une activité thrombotique et une activité pro-fibrotique. Tout ceci pouvant 

favoriser une dérégulation chronique de l’homéostasie du tissu environnant, (e.g. stress 

oxydant cellulaire, inflammation, hypoxie tissulaire, appauvrissement). 

 

Le développement des lésions radio-induites tardives fait intervenir un ensemble de 

réponses cellulaires provenant de cellules différentes. Ainsi, la détermination des rôles directs 

de l’endothélium irradié dans la contraction de lésions tissulaires peut être difficile à établir.  

 

Endothélium & lésions radio-induites au sein du SNC – Certaines études ont montré que 

l’endommagement de l’endothélium lors d’une irradiation du SNC provoque une détérioration 
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de la barrière hémato-encéphalique et conduit à l’apparition de lésions tissulaires. Il a été 

montré une apoptose dépendante du Céramide et de l’ASMase de façon dépendante de la dose 

d’irradiation dans les cellules endothéliales du SNC, (Peña et al, 2000). Les travaux suivants 

de Li et coll, ont montré que cette apoptose dans les 24h post-irradiation, conduit à une 

détérioration aiguë de la barrière hémato-encéphalique, suite à une irradiation de 50Gy sur la 

moelle épinière cervicale de la souris, (Li et al, 2003). Egalement, il est montré après 

irradiation à 25Gy du cerveau chez le rat, que les dommages vasculaires ont un rôle essentiel 

dans le développement de la nécrose cérébrale. Ils sont caractérisés par une chute de la 

population endothéliale dans les 24h post-irradiation et par un défaut de repeuplement et de 

restructuration tout au long des 65 semaines d’analyses, (Lyubimova, Hopewell, 2004). De 

plus, il est montré chez le rat, une activation de la microvascularisation cérébrale sur au moins 

48h après irradiation : les cellules expriment davantage les facteurs de recrutement des 

leucocytes tels qu’ICAM-1, et les P- et E-sélectines, (Yuan et al, 2005). Dans ce sens, il est 

observé que l’irradiation de cellules microvasculaires cérébrales in vitro induit une réponse 

inflammatoire (ICAM-1, PAI-1), et un stress oxydant (O2
•-) via, en partie, l’activité de la 

NADPH oxidase, (Collins-Underwood et al, 2008). Egalement in vitro, un modèle confluent 

de barrière endothéliale/gliale montre une perméabilité endothéliale augmentée de façon 

dépendante de la dose après irradiation, et persistante sur au moins 8 jours. Ces cellules sont 

aussi positives pour les foyers γH2AX mais leur nombre décroît avec le temps ; quelques 

foyers persistent cependant pour la plus forte dose testée de 25Gy au dernier temps 

expérimental de 8 jours, (Fauquette et al, 2011). Enfin, Ungvari et coll, montrent une 

apoptose dépendante de la dose d’irradiation chez les cellules endothéliales microvasculaires 

cérébrales de rat qui atteint 10% à 24h après 8Gy (maximum testé). Ils observent aussi une 

induction et un décroissement des dommages de l’ADN au cours des jours. Une semaine 

après irradiation, ils mesurent également une diminution de la capacité à former des tubes 

vasculaires, et une augmentation de la sécrétion de facteurs inflammatoires tels que l’IL6. 

Quatorze jours après irradiation, ils mesurent une diminution de la capacité à former des 

colonies, et une positivité pour la sénescence cellulaire avec un maximum testé d’environ 

30% pour 8Gy. Cependant, s’ils montrent l’induction de ROS et de superoxides 

mitochondriaux dans les 24h post-irradiation, ils ne montrent pas ici de persistance au jour 14, 

(Ungvari et al, 2013). De façon intéressante, cette sénescence microvasculaire après 

irradiation est fortement retrouvée in vivo lors d’une irradiation cérébrale de souris nude à 

20Gy. De même, ces observations sont faites sur des coupes post-mortem de patient atteint de 
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glioblastome et traité par chirurgie et par radiothérapie à 60Gy. Les zones non-irradiées ne 

présentent pas de sénescence microvasculaires, (Borovski et al, 2013,). 

 

Endothélium & lésions radio-induites cardiovasculaires et athérosclérotiques – L’irradiation 

de l’endothélium peut également être impliquée dans les dysfonctions radio-induite telles que 

l’athérosclérose et les troubles cardiovasculaires. Il est montré que 120 jours après irradiation 

de souris sur corps entier complété par transplantation de moelle osseuse, il en résulte des 

dommages sur la vascularisation coronaire (réduction de la densité et du diamètre de la 

lumière, sclérose), une fibrose péri-vasculaire, une diminution de l’expression des NOS, une 

augmentation du fibrinogène plasmatique, et une augmentation de cholestérol total, LDL, et 

triglycérides, (Baker et al, 2009). L’utilisation de souris ApoE-/- hypercholestérolémique et 

pro-athérosclérotiques voient leur développement d’athérosclérose coronaire augmenté et 

accéléré lors d’une irradiation cardiaque à 16Gy. Ceci est associé à une augmentation des 

dommages microvasculaires, de l’inflammation et de la fibrose, (Gabriels et al, 2012). 

Barjaktarovic et coll, montrent que l’exposition locale du cœur de souris à une irradiation de 

0,2 ou 2Gy provoque des modifications du protéome cardiaque observé à 4 semaines post-

irradiation. En particulier, que la dose soit de 0,2 ou de 2Gy, il y a une altération du protéome 

lié au métabolisme du pyruvate et du cytosquelette. De plus, pour la dose de 2Gy (soit 

l’équivalent d’une fraction classique de radiothérapie), on observe également une 

augmentation des ROS, et une diminution de la respiration mitochondriale et de l’activité des 

complexes mitochondriaux I, II et III, sans pour autant observer d’altérations morphologiques 

mitochondriales. Ces modifications sont encore visibles à 40 semaines post-irradiation. Les 

modifications du métabolisme mitochondrial ayant été clairement établies dans les maladies 

cardiovasculaires, les modifications métaboliques sur le long terme ici observées après 

irradiation pourraient donc être également directement liées à l’apparition de maladies 

cardiovasculaires observées après radiothérapie, (Barjaktarovic et al, 2011, 2013). De façon 

intéressante, il est montré dans un modèle murin d’irradiation cardiaque (à 12Gy ou 

3Gy/10jours) que la délétion de p53 dans les cellules endothéliales induit une sensibilisation à 

l’endommagement cardiaque radio-induit. Les souris « endothélium/p53-» succombent 

d’insuffisance cardiaque dans les 39–69 jours post-irradiation, causée par une augmentation 

de la perméabilité vasculaire, une ischémie, une nécrose du myocarde, une dysfonction 

systolique, une hypertrophie cardiaque. La délétion endothéliale de p21 a les mêmes impacts. 

Sur le plan mécanistique (ici in vitro), il est indiqué que p53 permet un arrêt du cycle post-

irradiation et protège les cellules endothéliales cardiaques de la mort post-mitotique. Il est 
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cependant à noter que ces cellules sont utilisées à 60% de confluence et sont donc encore 

proliférantes au moment de l’irradiation. S’ils n’observent pas de différence de mort cellulaire 

à 4h post-irradiation chez les cellules pro- ou déficientes en p53, ils observent une mort 

cellulaire plus importante à 72h–96h chez les cellules déficientes. La délétion endothéliale de 

p53 empêche alors l’arrêt du cycle cellulaire et entraine une entrée en mitose prématurée puis 

une catastrophe mitotique, (Lee et al, 2012).  

 

Endothélium & fibrose tissulaire radio-induite – Comme nous l’avons énoncé plus haut, les 

fibroses radiques sont retrouvées chez de nombreux organes irradiées tels que les poumons 

(Figure n°24), l’intestin, le colon, le cœur, la peau, le foie, les reins. Une minorité n’en 

développe pas, c’est le cas du SNC, de la moelle osseuse et des os, (Fajardo, 2005 ; Yarnold 

et al, 2010). La coexistence de dommages vasculaires et de lésions fibrotiques a été observée 

depuis de nombreuses années, (Law, 1985).  

La fibrose se définit par un déséquilibre dans la production et le dépôt des composants de la 

matrice extracellulaire, tels que le collagène, conduisant à l’accumulation de tissu conjonctif 

un niveau de la lésion. Ceci conduit à une détérioration du tissu et à une destruction de 

l’architecture de l’organe. La fibrose est assimilable à un processus cicatriciel pathologique. 

En effet, lorsqu’une lésion survient, les mécanismes de réparation tissulaire sont activés et 

restaurent le tissu. Cependant, lorsqu’une lésion tissulaire ou vasculaire survient et est 

associée à une inflammation chronique, la production de matrice est supérieure à sa 

Figure n°24 : Observations histologiques de parenchyme pulmonaire, (Fajardo, 2005).  
A. Marquage hématoxyline-éosine d’un parenchyme pulmonaire normal. B. Marquage hématoxyline-éosine 
d’un parenchyme pulmonaire d’un patient décédé de lésions alvéolaires diffuses, 4 mois après avoir reçu la 

dose de 40Gy pour traiter un lymphome d’Hodgkin. Observation d’œdème, de fibrose, de membranes hyalines 
denses, et d’exsudat inflammatoire. 
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dégradation, et conduit à une détérioration de la lésion, du tissu et de l’organe. Ce type de 

lésion est initié par l’activation des cellules endothéliales et des cellules inflammatoires, et la 

sécretion de facteurs mitogéniques et pro-fibrotiques (en particulier le TGF-β). Ceci permet 

ensuite d’activer les cellules productrices de matrice extracellulaire : en particulier, il y aura 

une différenciation de fibroblastes, de cellules épithéliales, endothéliales et musculaires lisses, 

en myofibroblastes, qui produiront l’excès de matrice, (Figure n°25 ; Bentzen, 2006 ; 

Yarnold et al, 2010). 

Cependant, l’implication directe de l’endothélium dans le développement de la fibrose 

radique n’a été montrée que récemment. En particulier, l’endothélium irradié exhibe des 

propriétés pro-coagulantes notamment via la surproduction de PAI-1 et la réduction de 

Thrombomoduline, (Wang et al, 2002 ; Milliat et al, 2008). Il a été montré dans des modèles 

in vivo que l’utilisation d’Hirudine, un inhibiteur de la Thrombine, permet d’atténuer les 

dommages muqueux, de réduire la production de TGF-β, et le dépôt de collagène III, (Wang 

et al, 2004, 2007). Egalement, l’inhibition pharmacologique de PAI-1 ou la délétion de PAI-1 

permet de réduire la production de TGF-β, de réduire les dommages microvasculaires et de 

réduire la fibrose radique intestinale, (Abderrahmani et al, 2009, 2012). Par ailleurs, la 

délétion du facteur inflammatoire endothélial ICAM-1 chez la souris, permet de limiter 

Figure n°25 : Phases du développement de la fibrose radio-induite.  
Adapté de Bentzen et al, 2006. 
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l’infiltration leucocytaire, et de réduire la fibrose pulmonaire radio-induite et l’insuffisance 

respiratoire, (Hallahan et al, 2002 ; Kiyohara et al, 2011). 

De façon intéressante, le stress oxydant radio-induit aigue et chronique revêt une importance 

dans l’apparition de lésions tardives, (Zhao et al, 2007). Particulièrement, cibler ce stress 

revient en partie à cibler le stress oxydant endothélial, et confère un bénéfice radioprotecteur 

intéressant. Parmi les travaux publiés, Berbée et coll, en 2009, montrent que l’utilisation de 

Gamma-Tocotrienol, un analogue de la vitamine E à caractères antioxydants et inhibiteur 

d’HMG-CoA reductase, cible particulièrement les cellules endothéliales, permet une 

radioprotection des souris irradiées sur corps entier, et bloque les modulations moléculaires 

intervenant en phase aiguë. Zhang et coll, en 2012, montrent in vivo que l’utilisation de 

l’AEOL10150, un scavenger (piégeur) de ROS et de RNS, administré 2h post-irradiation 

thoracique, puis quotidiennement sur 4 semaines, permet de réduire considérablement la mort 

cellulaire des pneumocytes et des cellules endothéliales. Sur le plan moléculaire, ce traitement 

réduit le stress oxydant, la production de TGF-β, et permet de réduire la signalisation des 

voies d’apoptose (p53, Bax) mesurés tardivement à 6 semaines. Egalement, Vorotnikova et 

coll, en 2010 et Otterson et coll, en 2012, utilisent des mimétiques des SOD/Catalase de la 

famille des composés Eukarion dont l’EUK-207, afin de bloquer les dommages endothéliaux 

radio-induits et de rétablir les fonctions endothéliales. Plus particulièrement, Gao et coll, en 

2012, montrent in vivo chez le rat sur des modèles de pneumonie et de fibrose pulmonaire 

radio-induite, que l’utilisation de l’EUK-207 sur un schéma de traitement débutant à 7 jours 

post-irradiation, permet une amélioration de la capacité respiratoire, une amélioration de la 

vascularisation pulmonaire, et une réduction de la fibrose radio-induite mesurée à 7 mois 

post-irradiation. En ce sens, les nombreux travaux d’Epperly et coll, (1998, 2002, 2008), ont 

montré que l’utilisation de SOD2 en thérapie génique permet de prévenir contre les 

dommages tissulaires induits tardivement après irradiation tels que la fibrose pulmonaire, la 

cystite, les dommages sur les cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse, les dommages 

sur les cellules oesophagiales et de la cavité orale, voire améliore la durée de vie. Une 

diminution de la surexpression radio-induite d’ICAM-1 et de VCAM-1 est également 

observée sur le long terme. L’ensemble de ces travaux suggèrent que la prévention du stress 

oxydant et/ou de l’inflammation peu après l’irradiation peut permettre de prévenir 

l’installation chronique de ces stress et le développement de lésions subséquentes.  

Les travaux d’Avraham et coll, en 2010, portent quant à eux sur les vaisseaux lymphatiques et 

sur les dysfonctions lymphatiques radio-induites (fibrose, œdèmes) sur queue de souris. Ils 

montrent de façon intéressante que si la délétion en ASMase permet de protéger la mort 
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cellulaire précoce des cellules endothéliales lymphatiques, elle ne protège pas des 

dysfonctions lymphatiques tardives ; et inversement, l’inhibition du TGF-β1 n’empêche pas la 

mort cellulaire des cellules endothéliales lymphatiques, mais protège des dysfonctions 

lymphatiques tardives. Ils montrent également que les cellules lymphatiques ont la capacité 

d’entrer en sénescence de façon dépendante de la dose d’irradiation, et suggèrent une 

probable implication de ce phénotype dans le développement des dysfonctions lymphatiques 

tardives observées. 

 

Endothélium, S1P & lésions radio-induites tardives – Si comme nous avons pu l’observer, le 

pré-traitement par S1P a des effets bénéfiques contre l’apoptose endothéliale radio-induite et 

la toxicité aiguë, les effets de ce traitement sur l’endothélium et les lésions radio-induites à 

long terme restent peu connus.  

Cependant, il a été montré dans le cas de lésions pulmonaires radio-induites (RILI) dans les 6 

semaines suite à une exposition thoracique entre 10 et 25Gy chez la souris, que l’expression 

des Sphingosine Kinases 1 et 2 est augmentée mais que le niveau de Céramide sur la S1P est 

élevé. Egalement, les souris déficientes pour le gène de la SK1 ou avec une expression réduite 

en récepteur S1P1, S1P2 ou S1P3 montrent une susceptibilité augmentée pour le RILI. A 

l’inverse, le traitement chronique par analogues de S1P1, connus pour leurs propriétés 

vasculo-protectrices, permet de limiter le RILI. Le traitement à la Simvastatine, connue pour 

atténuer le RILI, induit une augmentation de l’expression de la SK1 et réduit le ratio 

Céramide sur S1P, (Mathew et al, 2011,). Toutefois, le même groupe montre ensuite sur un 

modèle de fibrose pulmonaire radio-induite (le stade succédant le RILI) chez la souris, 

observée à 18 semaines suite à une irradiation thoracique à 20Gy, qu’un traitement chronique 

à la Myriocine, un inhibiteur de la Sérine Palmitoyltransférase (SPT), induit une atténuation 

de la fibrose. La SPT contrôle la biosynthèse endogène des sphingolipides. Egalement, ici la 

Myriocine induit une diminution de la surexpression radio-induite de SK1 et de S1P, et 

interfère avec la signalisation TGF-β, (Gorshkova et al, 2012). Il est à noter que l’irradiation 

induit la génération de TGF-β qui a un rôle majeur dans la fibrose radique, et que le TGF-β 

induit l’activité de la SK1 et favorise la signalisation de la S1P dans les cellules endothéliales, 

(Igarashi et al, 2009). Indépendamment de l’irradiation, il a également été montré dans un 

modèle de lésion pulmonaire induite par un traitement à la bléomycine chez la souris, une 

différence d’impact de l’administration d’analogues de S1P1. A l’opposé d’une exposition 

courte qui permet une atténuation des dommages vasculaires aigus dans le poumon, un 
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traitement chronique aggrave les lésions, et augmente les dommages vasculaires et la fibrose 

pulmonaire. Ceci suggère qu’un traitement prolongé à la S1P ou un analogue provoque des 

effets délétères via la stimulation de voies pro-fibrotiques, ou qu’une sur-stimulation de S1P1 

provoque une désensibilisation des récepteurs et une interruption de la signalisation 

dépendante de la S1P, (Shea et al, 2010). 

 

 

Notion émergente – Nous avons pu observer que de nombreuses pathologies tardives 

radio-induites coïncident, voire sont clairement associées aux dysfonctions vasculaires, faisant 

de l’endothélium une cible majeure en terme de radioprotection. Cependant, les mécanismes 

biologiques mis en jeu dans l’endothélium sont complexes à décrypter car ils font intervenir 

un ensemble de processus tels que l’inflammation et le stress oxydant. Toutefois, ces stress 

ont un caractère « chronique » qui laisse transparaître un phénotype cellulaire acquis mais 

cependant potentiellement réductible dès une inhibition précoce. En ce sens, la sénescence 

endothéliale qui, comme nous le verrons plus loin, est un phénotype acquis tardivement mais 

initié dès le stress cellulaire, semble être toute indiquée pour répondre à ce rôle, et être, du 

moins en partie, responsable du développement de lésions tardives. Elle a d’ailleurs, comme 

nous l’avons cité, été retrouvée dans certaines lésions, son impact direct restant cependant à 

être clairement déterminé. 

Par ailleurs, si nous avons pu voir que le traitement à la S1P favorise la survie des cellules 

endothéliales dans les phases aiguës post-irradiation, son impact à long terme sur 

l’endothélium doit être éclairci, ainsi que les modulations selon les récepteurs mis en jeu. 

D’autres part, la S1P favorisant potentiellement le développement de lésions radio-induites 

tardives, il reste à déterminer si cet impact passe par l’endothélium, voire par une 

accentuation de la sénescence endothéliale radio-induite.  
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III.  CARACTERES &  MECANISMES DE LA SENESCENCE ENDOTHELIALE  

A. Le phénotype « sénescent » 

 

Les premières observations de cellules en état de sénescence ont été rapportées dès les 

années 60, sur des cultures de fibroblastes non-transformés, non-immortalisés, issus de 

différents organes, (Hayflick, Moorhead, 1961). Les auteurs observèrent un seuil limite de 

capacité de division en fonction du nombre de passage en culture. Ces cellules sont viables et 

métaboliquement actives. Si la sénescence a été décrite en premier lieu en reflet du 

vieillissement cellulaire lié au franchissement d’un seuil de réplication des cellules 

somatiques au cours du temps, on parle alors de « sénescence réplicative », il existe d’autres 

stimuli de la sénescence, (López-Otín et al, 2013). On fera donc la différence entre 

sénescence réplicative et une sénescence induite par un stress dite « prématurée » ou 

« accélérée », (SIPS pour Stress-Induced Premature Senescence), (Campisi, d’Adda di 

Fagagna, 2007 ; Campisi, 2013). Ce second type sera notamment le cas de la sénescence 

induite par l’irradiation, ou encore par le stress oxydant.  

Ainsi, les cellules sénescentes s’accumulent au cours du vieillissement naturel d’un 

organisme. Lors d’un stress, si la sénescence cellulaire est aussi un moyen d’empêcher la 

transmission de lésions à la prochaine génération de cellule, elle conduira cependant à la 

contraction prématurée du « vieillissement » cellulaire. 

 

La sénescence cellulaire est un phénotype faisant intervenir des mécanismes 

moléculaires complexes linéaires ou chevauchants. Ces mécanismes sont encore de nos jours 

mal élucidés et peuvent différer selon le type cellulaire et selon le statut proliférant ou 

quiescent. Également, si la sénescence réplicative met en jeu une érosion des télomères à 

chaque division, la sénescence prématurée quant à elle, met en jeu des mécanismes différents 

en fonction du stress inducteur. Au cours des prochains chapitres, nous décrirons plus 

particulièrement les mécanismes moléculaires reconnus dans l’endothélium en sénescence 

réplicative et en sénescence radio-induite.  

Néanmoins, bien qu’en termes de mécanisme moléculaire des différences apparaissent 

entre la sénescence réplicative et la sénescence prématurée, en termes de marqueurs de 

reconnaissance, les cellules sénescentes présentent les mêmes profils phénotypiques de base, 

(Cho, Hwang, 2011 ; Sikora et al, 2011 ; Campisi, 2013). Elles présentent en particulier une 

morphologie élargie. Aussi, à la différence des cellules quiescentes, les cellules sénescentes 

présentent une insensibilité aux stimuli de prolifération et sont stoppées dans leur cycle 
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cellulaire. Elles expriment d’ailleurs de façon permanente des protéines d’inhibition du cycle 

cellulaire telles que p21 et/ou p16, (Stein et al, 1991). Ces marqueurs sont induits que les 

cellules soient à la base proliférantes ou quiescentes : ils permettent donc de provoquer ou de 

maintenir le statut non-cyclant. L’expression de p21 est sous le contrôle de p53, et celle de 

p16 permet la régulation de phospho-Rb. Si l’abrogation in vitro de l’axe p21 ou p16 peut 

potentiellement permettre de bloquer la sénescence cellulaire, leur surexpression induite peut 

la provoquer, (Chen et al, 2006 ; Chen, Goligorsky, 2006). Les critères majeurs couramment 

utilisés pour la détection de la sénescence cellulaire seront donc en premiers lieux la 

morphologie élargie, l’incapacité à proliférer, et l’expression persistante de p21 et/ou p16, 

(Campisi, d’Adda di Fagagna, 2007). Egalement, la positivité pour le marquage de la SA-β-

Galactosidase (pour Senescent Associated β-Galactosidase) a été montrée par Dimri et coll, 

(Figure n°26 ; Dimri et al, 1995). Cette enzyme est une β-Galactosidase lysosomale 

surexprimée dans les cellules sénescentes et est spécifiquement active à un pH de 6. Elle n’est 

pas exprimée dans les cellules différenciées, quiescentes, ou immortalisées. Elle présente 

l’avantage de réagir avec le X-Gal (pour 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside), 

et de marquer les cellules sénescentes en bleu, rendant une détection par microscopie optique 

pratique d’utilisation.  

Figure n°26 : Observations microscopiques de marquages de la Senescent Associated ββββ-
Galactosidase. 

A. Observation de cellules endothéliales sénescentes in vitro positives en bleu pour la SA β-Galactosidase.  
B. Observation d’une coupe histologique de derme et épiderme de sujet de 38 ans, (Dimri et al, 1995). 

C & D. Observation d’une coupe histologique de derme de sujet de 76 ans (C), et d’une coupe histologique 
d’épiderme de sujet de73 ans (D), positif en bleu pour la SA β-Galactosidase, (Dimri et al, 1995).  
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D’autres marqueurs sont utilisés mais cependant, ces paramètres restent variables 

selon les types cellulaires et la nature de l’inducteur de la sénescence. Des observations 

microscopiques des cellules sénescentes ont pu montrer une modification de la chromatine sur 

certaines régions via la formation de foyers de condensation d’hétérochromatine ou SAHF 

(pour Senescence-Associated Heterochromatin Foci). Les SAHF contiennent notamment des 

histones H3 modifiés sur lysine 9 et des protéines HP1 (pour Heterochromatin Protein 1), et 

sont souvent retrouvées sur des sites cibles de E2F, les bloquant ainsi et renforcant l’arrêt de 

croissance, (Narita et al, 2003, 2007). Seront potentiellement aussi observés, notamment dans 

le cas d’une « génotoxicité », des foyers persistants de dommages de l’ADN ou DNA-SCARS 

(pour DNA-Segments with Chromatin Alterations Reinforcing Senescence) correspondant à 

des foyers de cassures de l’ADN ou à des TIF (pour Telomere dysfunction-Induced Foci), 

(von Zglinicki et al, 2005 ; Rodier et al, 2011 ; Sikora et al, 2011 ; Campisi, 2013). Pour 

autant, il est à noter que la chromatine des cellules sénescentes peut aussi être modifiée de 

façon à promouvoir l’expression génique. Il apparaît notamment des modifications de 

l’acétylation et de la méthylation du génome au cours du vieillissement, telles que 

l’hypométhylation de l’ADN, et une diminution de facteurs de désacétylation d’histones, 

permettant ainsi une relaxation et une expression du gène concerné, (Bahar et al, 2006 ; 

Fraga, Esteller, 2007 ; Ota et al, 2007, 2010 ; Heyn et al, 2012 ;  Han, Brunet, 2012 ; 

Tsurumi, Li, 2012). 

 

Les cellules sénescentes peuvent potentiellement présenter des modifications 

mitochondriales. Ces modifications concernent une augmentation de la masse mitochondriale, 

une augmentation de leur volume individuel, une altération de l’activité de la chaîne 

respiratoire, une altération du potentiel membranaire, ou encore des dommages de l’ADN 

mitochondrial, (Lee et al, 2002 ; Moiseeva et al, 2009 ; Cho, Hwang, 2011). Cette 

augmentation de la masse mitochondriale peut s’expliquer dans le but de compenser les 

défauts de fonctions mitochondriales et pour assurer une respiration efficace, mais peut aussi 

s’expliquer par un défaut de fission, ou encore de qualité de renouvellement du réseau 

mitochondrial par autophagie/mitophagie, (Jendrach et al, 2005 ; Yoon et al, 2006 ; Lee et al, 

2007 ; Yen, Klionsky, 2008). 

De plus, les cellules sénescentes peuvent présenter une augmentation maintenue du 

niveau de ROS, en particulier visible par une augmentation d’O2
•-. Ceci peut être associé aux 

altérations mitochondriales et/ou à un défaut dans la régulation par les anti- et pro-oxydants 
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endogènes, (Muller, 2009). Le stress oxydant étant connu pour être un inducteur de la 

sénescence, il est donc en somme à la fois cause et conséquence de la sénescence. 

 

Les cellules sénescentes développent également des modifications de l’expression 

génique et de leur sécrétome. Ces modifications incluent notamment l’expression de 

nombreuses cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines, de facteurs de croissance et de 

protéases. Ces modifications phénotypiques ont été définies par le groupe de Campisi comme 

le SASP pour Senescence-Associated Secretory Phenotype, (Shelton et al, 1999 ; Coppé et al, 

2008, 2010 ; Freund et al, 2010 ; Campisi, 2013). Ce SASP diffère selon le type cellulaire et 

le stress inducteur de la sénescence. Les cellules sénescentes ont donc une activité de 

communication cellulaire paracrine et autocrine augmentée. Selon le contexte physiologique, 

cette caractéristique présente des effets bénéfiques ou délétères, (Figure n°27). Le SASP peut 

permettre d’activer la réparation/régénération tissulaire suite à une lésion (e.g. TGF-β ; PDGF 

pour Platelet Derived Growth Factor), ou encore revêt un caractère inflammatoire d’intérêt 

favorisant l’élimination par le système immunitaire de cellules vieillissantes ou néoplasiques 

(e.g. cellules NK ; IL-6 et 8 (pour Interleukines-6 et 8), MIPs (pour Macrophage 

Inflammatory Proteins), GM-CSF (pour Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating 

Factor)), (Xue et al, 2007 ; Krizhanovsky et al, 2008 ; Coppé et al, 2008, 2010 ; Davalos et al, 

Figure n° 27 : Impacts fonctionnels du SASP. 
Adapté de Freund et al, 2010. 
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2010). Cependant, il peut aussi revêtir un caractère délétère en maintenant cette inflammation 

de façon chronique, pouvant ainsi contribuer à altérer le tissu environnant (e.g. IL-6 et 8 ; 

TGF-β), (Coppé et al, 2008 ; Chung et al, 2009). Le SASP peut également stimuler ou inhiber 

les voies de prolifération et de survie, (e.g. GROs pour Growth Regulated Oncogenes ; IGF-1 

pour Insulin Growth Factor-1 ; TNF-α pour Tumor Necrosis Factor-α), (Coppé et al, 2008). Il 

peut cependant aussi favoriser la progression tumorale via une stimulation de voies pro-

angiogéniques (e.g. VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor), ou encore modifier la 

matrice extracellulaire et être pro-transition épithélio-mésenchymateuse, (e.g. MMPs pour 

Matrix MetalloProteinases ; PAI-1), (Coppé et al, 2008, 2010 ; Laberge et al, 2012). Il est 

intéressant de noter qu’une sénescence induite par une surexpression forcée de p21 ou de p16 

ne conduira pas au développement du SASP, (Coppé et al, 2011). Le SASP se développe suite 

à une sénescence induite ou accompagnée d’une perturbation génomique ou épigénomique 

telles que des dommages de l’ADN, une dysfonction télomérique, une altération 

épigénomique, un stress oxydant, ou encore un stress mitogénique. Il a d’ailleurs été montré 

que le SASP se trouve, du moins en partie, sous le contrôle de voies de réponses aux 

dommages de l’ADN, en particulier via ATM, dont la signalisation est maintenue dans le 

temps ; ou encore lorsque la structure de la chromatine est remodelée via une régulation de 

son acétylation. De façon intéressante, si p53 est un substrat important d’ATM et que son 

activité contribue de façon majeure au développement de la sénescence et à l’expression de 

nombreux facteurs, son activité n’est en revanche pas nécessaire à l’expression de SASP 

classiques telles que l’IL-6 ou l’IL-8, (cf partie III-B ; Rodier et al, 2009 ; Coppé et al, 2008, 

2010 ; Freund et al, 2010 ; Pazzoli et al, 2012 ; Campisi, 2013). 

 

Autres modifications fonctionnelles, les cellules sénescentes montrent une adhésion à 

la surface extracellulaire augmentée, et une altération des contacts cellule-cellule. Ces 

altérations peuvent donc entrainer un défaut dans la perméabilité d’une monocouche 

cellulaire, ou encore dans la communication intercellulaire, mais peuvent aussi permettre le 

recrutement de cellules immunitaires ou de progéniteurs endothéliaux. De plus, les cellules 

sénescentes pouvant remodeler la matrice extracellulaire, elles modifient aussi le 

microenvironnement de contact des cellules voisines, favorisant ainsi une déstructuration et 

une dysfonction du tissu, (Chen et al, 2000 ; Nishio et al, 2005 ; Sermsathanasawadi et al, 

2009). 
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Ainsi, la sénescence cellulaire représente un arrêt irréversible de la division cellulaire 

mais conserve les cellules métaboliquement actives. Si elle est un mécanisme de barrière 

lorsqu’il est question de cellules tumorales, il en est différemment lorsqu’il est question de 

cellules saines. En effet, elle peut permettre d’éviter une transformation néoplasique chez les 

cellules endommagées, et de freiner l’expansion de la tumeur en réduisant la prolifération 

cellulaire, et en activant le système immunitaire. Or, dans le cas de cellules saines, la 

sénescence peut induire des perturbations fonctionnelles maintenues sur le long terme, et peut 

participer au développement de lésions tissulaires, voire accélérer l’apparition de pathologies 

normalement liées à l’âge, (Erusalimsky, 2009 ; Collado, Serrano, 2010 ; Campisi, 2013). 

 

 

B. Mécanismes moléculaires de la sénescence endothéliale 

 

Cette partie détaillera les mécanismes de la sénescence endothéliale et les éventuelles 

associations in vivo. Seront discutés également certains mécanismes détaillés de façon plus 

avancées dans d’autres types cellulaires préférentiellement non-cancéreux susceptibles 

d’apparaître dans l’endothélium et utilisés comme bases d’investigations. 

 

1. Sénescence endothéliale réplicative  

a Mécanismes moléculaires impliqués dans la sénescence endothéliale 

réplicative 

i. L’érosion des télomères & mécanismes dépendants de l’ADN 

 

Les télomères représentent en quelque sorte, « l’horloge mitotique » de la cellule. Ils 

sont situés à l’extrémité des chromosomes, et sont constitués d’une répétition de séquence 

double-brins d’acides nucléiques TTAGGG, (Moyzis et al, 1988). Ils forment une coiffe sur 

les chromosomes, empêchant ainsi leur fusion de leurs extrémités entre elles. A chaque 

division, les télomères sont raccourcis de quelques bases, (Harley et al, 1990). L’activité des 

nucléases liées à ce raccourcissement engendre une extrémité 3’ simple-brin due au End-

replication problem, (Levy et al, 1992). Cette extrémité libre a pour particularité de former 

une boucle avec des protéines télomériques vers la partie double-brin. Cette structure est la t-

loop, et permet de ne pas être reconnue en tant que dommages de l’ADN. Les protéines 

télomériques permettant la protection du télomère forment un complexe appelé shelterin qui 

est constitué de 6 protéines : TRF1 et 2 (pour Telomere Repeat binding Factor 1 et 2), POT1 
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(pour Protection Of Telomere 1), TIN2 (pour TRF1 Interacting protein 2), TPP1 (pour TIN2 

and POT1 interacting Protein 1), et RAP1 (pour Repressor and Activator Protein 1), (Griffith 

et al, 1999 ; de Lange, 2005 ; Palm, de Lange, 2008 ; Figure n°28A). Si à l’état basal, les 

télomères ne sont pas reconnus en tant que cassure de l’ADN, c’est grâce aux protéines TRF2 

et POT1 qui ont également un rôle d’inhibition de la NHEJ et de la RH via notamment 

l’inhibition respective d’ATM et d’ATR, (Lazzerini Denchi et al, 2007). Le shelterin participe 

à la protection du télomère mais participe aussi à la synthèse d’ADN lors de l’activité de la 

Télomérase. La Télomérase est une transcriptase inverse permettant l’élongation des 

télomères. Elle est composée d’une sous-unité catalytique, la TERT (pour Telomerase 

Reverse Transcriptase) et d’une matrice d’ARN, la TERC (pour Telomerase RNA 

Component). Lorsque les télomères sont d’une longueur correcte, les shelterins permettent la 

structure en boucle et ferme l’accès à la Télomérase. Lorsque les télomères sont courts, la 

structure est ouverte et laisse l’accès à la Télomérase, (de Lange, 2005 ; Nandakumar, Cesh, 

2013 ; Figure n°28A). Cependant, la Télomérase est faiblement exprimée dans les cellules 

somatiques, et est très exprimée dans les cellules germinales et tumorales, (Counter et al, 

1992). D’ailleurs, l’activité de la Télomérase est absente dans les cellules fraîchement isolées 

d’endothélium quiescent issu d’aorte ou de veine ombilicale. Cependant, cette activité est 

augmentée lorsque ces cellules sont stimulées à proliférer en culture, (Kurz et al, 2003). 

L’induction de la surexpression de la Télomérase ou de sa sous-unité catalytique permet 

d’inhiber la sénescence endothéliale réplicative, (Yang et al, 1999).  

Suite aux multiples divisions des cellules somatiques, les télomères sont raccourcis et 

ne sont plus protégés, ils sont alors reconnus et signalés comme des cassures de l’ADN. Ils 

feront intervenir par exemple, la protéine ATM, le complexe MRN, γH2AX, 53BP1, les 

facteurs de la NHEJ, les facteurs de la RH, ATR, p53, Rb, p21, et p16. Si ces « dommages » 

sont non-réparables, selon le type cellulaire, la signalisation provoquera une apoptose ou une 

entrée en sénescence où dans ce dernier cas la signalisation est persistante, (Karlseder et al, 

1999 ; d’Adda Di Fagagna et al, 2003 ; Takai et al, 2003 ; von Zglinicki et al, 2005 ; Celli, de 

Lange, 2005 ; de Lange, 2005 ; Lazzerini Denchi et al, 2007 ; Palm, de Lange, 2008 ; 

Fumagalli et al, 2012 ; Figure n°28B). En situation normale, l’érosion des télomères se 

poursuit avec l’âge dans les cellules endothéliales, (Chang et al, 1995). Cette sénescence est 

cependant d’autant plus précoce que les zones vasculaires concernées, telles que les artères 

coronaires, seront soumises à un flux sanguin et un renouvellement endothélial plus 

important. Ces zones sont notamment sujettes au développement de l’athérosclérose où de 

nombreux travaux ont mis à jour un raccourcissement des télomères et une sénescence des 
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cellules endothéliales, (Chang et al, 1995 ; Van der Loo et al, 1998 ; Fenton et al, 2001 ; 

Erusalimsky, Fenton, 2002 ; Ogami et al, 2004 ; Minamino et al, 2002, 2004, 2007 ; 

Andreassi, 2008).  Il est intéressant de noter que les modèles utilisés montrent une absence 

Figure n°28 : Structure du télomère et du complexe Shelterin & Mode d’action de la 
Télomérase, (A). Signalisation du raccourcissement et de la perte de protection des 

télomères, (B). 
Adapté de de Lange, 2005. 
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d’apoptose endothéliale avec l’âge, (Fenton et al, 2001). L’érosion des télomères, mais aussi 

l’utilisation de modèle de déficience en Télomérase, des dominants-négatifs de protéines du 

complexe shelterin, ou des mutations de protéines de la réparation de l’ADN, conduisent par 

ailleurs à une sénescence endothéliale accélérée et la contraction précoce de pathologies 

vasculaires liées à l’âge, (Minamino et al, 2002 ; Lombard et al, 2005 ; Andreassi, 2008 ; 

Durik et al, 2012). Par ailleurs, les modèles animaux mutés pour les éléments de maintenance 

des télomères, ou de signalisation/réparation, présentent une durée de vie plus courte et des 

pathologies normalement liées à l’âge, (Lombard et al, 2005 ; Slijepcevic, 2008). Si la 

déficience en p53 chez la souris peut impliquer le maintien de cellules endommagées par leur 

dérivation néoplasique ou leur sénescence par accumulation de dommages, les modèles 

animaux présentant une activation chronique de p53 peuvent aussi favoriser la sénescence 

cellulaire, et accélèrer les phénotypes de vieillissement, (Tyner et al, 2002 ; Maier et 

al, 2004). Les patients atteints de certains syndromes de vieillissement prématuré (progérias), 

développent prématurément des dysfonctions vasculaires de type athérosclérose, des troubles 

cérébrovasculaires, et souvent décèdent suite à des complications du myocarde, (Martin, 

2005).  

 

De plus, l’organisation de la structure de la chromatine, ainsi que l’activité des 

modulateurs de cette organisation (facteurs d’acétylation, de méthylation…), peuvent 

participer à la maintenance des télomères. Les régions télomériques des cellules sénescentes 

présentent en effet une relaxation augmentée de la chromatine, comparée aux cellules 

« jeunes » qui présentent des télomères compactés et protégés. Par ailleurs, des modifications 

épigénétiques de l’ADN ont été rencontrées au sein de pathologies vasculaires liées à l’âge, 

(Blasco et al, 2007 ; Sinclair, Oberdoerffer, 2009 ; Decottignies, d’Adda di Fagagna, 2011 ; 

Webster et al, 2013). En particulier, il a été montré que SIRT1 (pour Sirtuin 1 ou Silent 

Information Regulation 2 homolog 1), qui est une histone désacétylase de classe III à activité 

dépendante du NAD+ et peut réguler la structure de la chromatine, peut interagir avec les 

télomères, favoriser la désacétylation des histones télomériques, atténuer leur 

raccourcissement, et requiert l’activité de la Télomérase. SIRT1 est aussi capable d’interagir 

avec d’autres protéines comme p53, et de le désacétyler et l’inactiver, (Luo et al, 2001 ; 

Cheng et al, 2003). La surexpression de SIRT1 favorise l’élongation des télomères mais aussi 

la recombinaison homologue. Chez les souris, la surexpression de SIRT1 prolonge la durée de 

vie. Sa déplétion favorise le raccourcissement des télomères et le vieillissement prématuré des 

cellules, (Palacios et al, 2010). Les souris déficientes en SIRT1 présentent des dommages 
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télomériques augmentés, des défauts de développement, et ont une durée de vie plus courte, 

(Cheng et al, 2003 ; El Ramy et al, 2009). Les cellules endothéliales traitées par un inhibiteur 

de sirtuines, le Sirtinol, entrent en sénescence. Les cellules endothéliales sénescentes peuvent 

présenter une expression de SIRT1 diminuée comparée aux cellules jeunes, et un traitement 

par Resveratrol (polyphénol ; rôle activateur de SIRT1 ; a des propriétés anti-oxydantes), 

permet de réduire la sénescence in vitro et in vivo, (Ota et al, 2007, 2010 ; Tang et al, 2012 ; 

Hwang et al, 2013). Par ailleurs, la surexpression de SIRT1 spécifiquement dans les cellules 

endothéliales de souris « pro-athérosclérose » permet de réduire le développement de lésions 

athérosclérotiques, (Zhang et al, 2008). 

Également, l’expression de PATZ1 (pour POZ/BTB and AT-hook-containing zinc finger 

protein 1), est diminuée au cours de la sénescence des cellules HUVEC. PATZ1 a notamment 

un rôle de régulateur de transcription via un remodelage de la chromatine. PATZ1 est 

également retrouvé réduit au sein de plaques athérosclérotiques chez la souris et au sein des 

artères des sujets âgés. La délétion de PATZ1 sur les HUVEC jeunes accélère leur entrée en 

sénescence, tandis que sa surexpression sur les HUVEC âgées la réduit. Par ailleurs, cette 

sénescence passe par la génération de ROS provoquant des dommages de l’ADN (ATM 

phospho-Ser1981, γH2AX) et l’induction de p53. La délétion de PATZ1 dans les cellules 

déficientes en p53 ne produit pas de sénescence. L’utilisation d’un anti-oxydant (NAC) dans 

les cellules déficientes en PATZ1 permet de réduire le niveau de ROS, la sénescence, et 

l’induction de p53, (Cho et al, 2012). 

 

ii.  Le stress oxydant chronique & les voies mitochondriales 

 

Depuis de nombreuses années déjà les ROS ont été mis en cause dans le vieillissement 

cellulaire naturel. Une « théorie du vieillissement & radicaux libres » a été posée, (Harman, 

1956). Depuis, plusieurs observations ont permis de l’étayer : 

- Des cellules cultivées en faible concentration d’oxygène vivent plus longtemps 

(Packer, Fuehr, 1977), alors que des cellules exposées à de fortes concentrations 

présentent une durée de vie réduite et un raccourcissement des télomères 

accéléré, (Von Zglinicki et al, 1995). 

- L’exposition à un stress oxydant chronique ou la délétion de facteurs anti-oxydants 

favorisent le vieillissement de l’organisme, alors que l’exposition chronique à un anti-

oxydant pourrait augmenter la durée de vie (non-vérifié chez l’humain), (Paul et al, 

2007 ; Salmon et al, 2010 ; Dolara et al, 2012 ; Marchal et al, 2013). 
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- La sénescence cellulaire est retrouvée au sein de pathologies liées à l’âge et associées 

au stress oxydant, (Minamino et al, 2002 ; Yudoh et al, 2005 ; Farhat et al, 2008 ; Cao 

et al, 2013). 

- Le stress oxydant provoque la sénescence cellulaire prématurée et peut être associé à 

un raccourcissement des télomères, (Chen, Ames, 1994 ; Kurz et al, 2004 ; Richter, 

Von Zglinicki, 2007 ; Voghel et al, 2010). L’exposition à un anti-oxydant freine la 

sénescence, et peut potentiellement permettre d’activer la Télomérase et de freiner le 

raccourcissement des télomères, (Voghel et al, 2008 ; Zhan et al, 2011). 

- Lors du vieillissement, il y a une accumulation de la détérioration des macromolécules 

compatible avec le stress oxydant : augmentation de 8-hydroxydeoxyguanosine ; une 

augmentation des mutations/délétions de l’ADN nucléaire et mitochondrial ; une 

diminution de l’efficacité de dégradation (e.g. protéasome) ; et une diminution de 

l’efficacité de réparation des dommages de l’ADN, contribuant ainsi à fixer les 

anomalies. De même, il y a une accumulation des marqueurs biologiques révélant une 

adaptation au long cours des cellules à un état pro-oxydant, par exemple : induction de 

gènes codant pour des enzymes anti-oxydantes ; répression de gène codant pour des 

éléments de la chaîne respiratoire, (Balaban et al, 2005 ; Trifunovic et al, 2008 ; 

Muller, 2009).   

- Les cellules sénescentes peuvent présenter des altérations mitochondriales : 

augmentation de la masse mitochondriale ; stress oxydant mitochondrial ; dysfonction 

de la chaîne respiratoire ; augmentation du nombre de copies du génome 

mitochondrial, (Lee et al, 2002 ; Trifunovic et al, 2008). 

- La promotion du pouvoir anti-oxydant au sein de la mitochondrie augmente la durée 

de vie chez la souris, (Schriner et al, 2005), et peut freiner le vieillissement cellulaire, 

(Obukhova et al, 2009 ; Gruber et al, 2013).  

 

Le vieillissement vasculaire et le stress oxydant sont clairement associés. La 

sénescence endothéliale est observée chez les souris âgées, et est rétardée lorsque ces souris 

ont un pouvoir anti-oxydant endogène important, (Donato et al, 2007 ; Csiszar et al, 2007). 

De plus, la sénescence endothéliale a été maintes fois rencontrée au cours d’études de 

pathologies vasculaires liées à l’âge telles que l’athérosclérose ou l’hypertension, (Minamino 

et al, 2002 ; Madamanchi, Runge, 2007), où là aussi des traitements par anti-oxydants 

pourraient permettre de réduire ces dysfonctions, (Voghel et al, 2008 ; Camici et al, 2011).  
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Il est à noter que si les cellules sénescentes présentent un stress oxydant chronique, ce 

stress oxydant peut participer à renforcer le phénotype de sénescence, voire potentiellement le 

diffuser. Ainsi, le stress oxydant peut être une conséquence et/ou un inducteur de la 

sénescence, et sera compris dans un phénotype en marge entre la sénescence réplicative et la 

sénescence prématurée. En effet, le stress oxydant peut en retour contribuer notamment à 

l’endommagement des télomères, altérer le génome nucléaire et mitochondrial, maintenir des 

signaux de stress, et participer au maintien à long terme des dysfonctions mitochondriales, 

(Carlisle et al, 2002 ; Muller, 2009 ; Feine et al, 2012). 

 

Sur le plan mécanistique, la relation stress oxydant et sénescence endothéliale joue sur 

plusieurs paramètres. De nombreux facteurs peuvent être à l’origine du stress oxydant : des 

dysfonctions mitochondriales (e.g. chaine respiratoire, ADN mitochondrial), les anti-oxydants 

endogènes, ou encore les protéines de la famille Bcl-2. 

Notamment, concernant l’endothélium, il a été montré que les patients jeunes 

présentant des maladies mitochondriales sont souvent sujets à développer des complications 

vasculaires, (Puddu et al, 2005). Par ailleurs, les souris exprimant une ADN polymérase 

mitochondriale défectueuse vieillissent prématurément, (Trifunovic et al, 2004). Les 

mutations et les dommages de l’ADN mitochondrial corrèlent également avec les zones 

d’athérosclérose et  le vieillissement, (Ballinger et al, 2000, 2002 ; Meissner et al, 2007).  

D’autres altérations peuvent expliquer le stress oxydant mitochondrial. Il a pu être 

montré des défauts d’expression/d’activité de certains complexes de la chaîne respiratoire au 

cours de la sénescence endothéliale réplicative. Un modèle de cellules endothéliales d’artère 

pulmonaire porcine a montré un défaut d’activité du complexe IV en lien avec l’augmentation 

de la génération d’O2
•- et de H2O2 au cours de la sénescence, (Xin et al, 2003). Un modèle 

d’aorte de rat âgé a également montré une expression et une activité réduite des complexes I, 

III et IV, (pas d’altération des complexes II et V), en association avec un stress oxydant 

mitochondrial, (Ungvari et al, 2008). Un modèle murin inductible pour l’expression du 

complexe II muté sur la sous-unité SDHC dans la cornée, confére une augmentation de la 

génération d’O2
•- dans les cellules endothéliales et épithéliales. Cette augmentation est 

accentuée lors du vieillissement, et aggrave les dysfonctions de la cornée, (Onouchi et al, 

2012). La déficience en SOD2 chez la souris entraîne un stress oxydant mitochondrial associé 

à un défaut d’activité du complexe II, à l’induction de dommages de l’ADN nucléaire, et 

accélère la sénescence cellulaire de la peau. Ces caractères sont retrouvés au cours du 

vieillissement chez la souris, (Velarde et al, 2012).  
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Egalement, l’induction de Nox4 dans les cellules HUVEC, favorise le stress oxydant 

mitochondrial, et entraîne une inhibition de l’expression et de l’activité du complexe I. Nox4 

est augmentée dans les cellules endothéliales sénescentes, et son inhibition retarde la 

sénescence, (Koziel et al, 2013). Par ailleurs, il a été montré que l’acquisition de la confluence 

chez les cellules BAEC est associée à une augmentation du potentiel membranaire et à une 

diminution d’UCP2, (pour mitochondrial Uncoupling Protein 2, facteur découplant). La 

délétion d’UCP2 dans les cellules endothéliales proliférantes réduit les fonctions de 

prolifération et de migration, et provoque une augmentation de la génération de superoxides 

mitochondriaux à long terme. Ces cellules deviennent sénescentes (mesure au 14ème jour) de 

façon dépendante de p53. La réduction de p53 ou la complémentation par SOD2 ou UCP2 

elle-même, réduisent la sénescence et restaurent les fonctions, (Shimasaki et al, 2013). 

Concernant les facteurs anti-oxydants endogènes, il a pu être montré sur endothélium 

aortique issues de souris âgées, qu’une déficience en SOD2 aggrave l’augmentation du stress 

oxydant mitochondrial, le défaut de vasorelaxation, et l’apparition de dommages de l’ADN 

mitochondrial, (Ohashi et al, 2006 ; Liu et al, 2011). Par exemple, le phénotype SOD2+/- 

chez la souris, provoque un stress oxydant mitochondrial et des dommages de l’ADN 

mitochondrial, et accélère la survenue de dysfonctions vasculaires liées à l’âge, (Wenzel et al, 

2008). Notons que les souris SOD2-/- ne sont pas viables, alors que les souris SOD2+/- et 

SOD1-/- sont viables mais très sensibles au stress oxydant et présentent une durée de vie 

réduite et/ou un déclin prématuré des fonctions organiques. Les souris GPX1-/- sont viables et 

ne présentent pas de réduction de la durée de vie mais seront sensibles au stress oxydant. De 

façon intéressante, les souris surexprimant la Catalase spécifiquement dans la mitochondrie et 

non dans les peroxysomes ou le noyau, présentent une durée de vie augmentée de 20%. Ces 

données soulignent l’importance majeure de la régulation du stress oxydant au niveau 

mitochondrial pour le bon fonctionnement des cellules, (Schriner et al, 2005 ; Salmon et al, 

2010). L’induction de SOD2, de GPX1, ou de la Catalase peut permettre de réduire le stress 

oxydant et la sénescence endothéliale, (Ota et al, 2010 ; Miyashita et al, 2012 ; Higashi et al, 

2013).  

 

Les cellules endothéliales sénescentes peuvent présenter des modifications de la masse 

et du réseau mitochondrial. Il a été montré une diminution de l’expression de facteur de 

fission Fis1 et Drp1 dans les cellules endothéliales HUVEC sénescentes et une élongation du 

réseau mitochondrial, ainsi qu’un endommagement de l’ADN mitochondrial, (Jendrach et al, 

2005 ; Mai et al, 2010). Cependant, un excés de fission mitochondriale a aussi été observé 
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sous stress oxydant dans des cellules endothéliales BAEC sénescentes, (Shimasaki et al, 

2013). Il a également été montré dans des cellules HeLa, que la déficience en Fis1, un facteur 

de fission mitochondrial, provoque une élongation du réseau mitochondrial et une entrée en 

sénescence. Ce profil est associé à une diminution du potentiel membranaire mitochondrial, à 

une augmentation de la génération de ROS, et à la génération de dommages de l’ADN 

nucléaire, (Lee et al, 2007).  

 

De plus, comme énoncé plus haut, les protéines de la famille Bcl-2 pourraient tenir un 

rôle dans la régulation du stress oxydant mitochondrial. Bcl-2 a notamment des propriétés 

anti-oxydantes en localisant le glutathion à la mitochondrie (Zimmerman et al, 2007) et, il a 

été montré que Bcl-2 est moins exprimé dans les cellules endothéliales macrovasculaires en 

sénescence réplicative (cellules HUVEC proliférantes ou cellules endothéliales aortiques 

issues de souris agées), et que ces dernières présentent un important stress oxydant 

mitochondrial et une diminution du potentiel membranaire mitochondrial. Ce phénotype peut 

être réduit par une transfection de Bcl-2 ou par traitement anti-oxydant N-acétyl cystéine 

(NAC, précurseur du Glutathion), et conduit une réduction du stress oxydant mitochondrial et 

à une récupération des fonctions endothéliales (migration, structure tubulaire). De plus, 

Figure n°29 : Implication de Bcl-2 et du stress oxydant mitochondrial au cours de la 
sénescence endothéliale réplicative. 

Adapté d’Uraoka et al, 2011. 
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l’inhibition de Bcl-2 dans les cellules endothéliales jeunes provoque un stress oxydant 

mitochondrial, une chute du potentiel membranaire mitochondrial, et conduit aux mêmes 

dysfonctions endothéliales. De façon intéressante, si le traitement par NAC permet 

d’augmenter l’expression de Bcl-2 dans les HUVEC sénescentes, le traitement par H2O2 de 

cellules HUVEC jeunes permet de diminuer l’expression de Bcl-2. La perte de Bcl-2 en 

sénescence conduit à un défaut de relocalisation mitochondriale du Glutathion que la 

transfection par Bcl-2 permet de restaurer, (Figure n°29 ; Uraoka et al, 2011). Il est 

également montré ici une augmentation de l’expression des protéines mitochondriales SOD2 

et UCP2 dans les cellules sénescentes, induites probablement en réponse au stress oxydant 

mitochondrial, ainsi qu’une augmentation du nombre de copies de l’ADN mitochondrial et 

une irrégularité de la morphologie mitochondriale. Cependant l’inhibition de l’expression de 

Bcl-2 dans les cellules jeunes n’affecte pas l’expression de SOD2 et d’UCP2, alors que la 

surexpression de Bcl-2 dans ces mêmes cellules permet de les augmenter. Bcl-2 peut donc 

potentiellement avoir un rôle sur l’expression des protéines SOD2 et UCP2, rôle qui reste à 

vérifier en condition de sénescence. Il est aussi observé une augmentation de l’expression de 

la Catalase et une absence de modulation de GPX1, (Uraoka et al, 2011).  

A contrario, d’autres types cellulaires (fibroblaste, carcinome de l’endomètre) ont 

montré qu’une surexpression de Bcl-2 peut participer à l’entrée en sénescence, (Rincheval et 

al, 2002 ; Crescenzi et al, 2003). Un autre modèle de fibroblaste surexprimant Bcl-2 montre 

une protection contre le stress oxydant par H2O2, mais ne protège pas de l’entrée en 

sénescence consécutive, (Lopez-Diazguerrero et al, 2006).  

Il est aussi montré une modulation d’autres membres de la famille Bcl-2 lors de la 

sénescence endothéliale réplicative. Par exemple, il est observé une légère diminution de 

l’expression de Bax et une légère augmentation de Bcl-xL, (Uraoka et al, 2011). L’impact de 

ces modulations dans ce phénotype n’a pas été clairement déterminé à l’heure actuelle.  

 

Par ailleurs, le stress oxydant, connu pour provoquer des lésions de l’ADN, est capable 

d’induire des dommages télomériques et d’induire une signalisation dépendante des cassures 

de l’ADN, comme nous l’avons énoncé lors du précédent chapitre, (Minamino, Komuro, 2007 

; Passos et al, 2007). En effet, le stress oxyant chronique peut causer un raccourcissement des 

télomères et accélérer l’entrée en sénescence des cellules endothéliales, (Kurz et al, 2004). A 

l’inverse, la suppression du stress oxydant ou l’hypoxie dans les cellules endothéliales 

préserve les télomères, au moins en partie via l’activité de la Télomérase, (Furomoto et al, 

1998 ; Minamino et al, 2001). Cependant, si l’introduction de la Télomérase prévient la 
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sénescence liée à l’érosion des télomères, elle ne prévient pas la sénescence induite par un 

stress (e.g. stress oxydant, irradiation) où auront lieu d’autres altérations que les télomères, 

(Bodnar et al, 1998 ; Gorbunova et al, 2002). De façon intéressante, les patients ayant une 

dysfonction des artères coronaires associée à un syndrome métabolique, présentent des EPC 

aux télomères plus courts que les patients sans syndrome métabolique, eux-même présentant 

des EPC aux télomères plus courts que les individus sains. Les patients atteints en plus de 

syndrome métabolique présentent davantage de dommages oxydatifs de l’ADN, (Satoh et al, 

2008). Egalement, les patients atteints de maladies mitochondriales ont en moyenne des 

télomères plus courts de 1,5kb au sein des leucocytes, (Oexle et al, 1997). Par ailleurs, 

l’utilisation du FCCP (facteur découplant), provoque une augmentation du stress oxydant 

mitochondrial, et accentue l’érosion des télomères, (Liu et al, 2002). A l’inverse, l’utilisation 

d’anti-oxydant à cible mitochondriale a été montré pour limiter l’érosion des télomères et 

augmenter la durée de vie des fibroblastes sous stress oxydant, (Saretzki et al, 2003). 

 

Le stress oxydant chronique peut aussi provoquer des lésions de l’ADN non-

télomérique et avoir un effet génotoxique sur le long terme, permettant potentiellement là 

aussi d’induire une signalisation dépendante des cassures de l’ADN, et d’accélérer l’entrée en 

sénescence de façon dépendante de p53, (Minamino, Komuro, 2007 ; Joyce et al, 2009 ; 

Oeseburg et al, 2009 ; Durik et al, 2012). Par ailleurs, si les dommages de l’ADN s’accumulent 

avec l’âge, ils sont d’autant plus retrouvés dans les zones de dysfonction vasculaire comme 

les zones d’athérosclérose où le stress oxydant les accentuera, (Martinet et al, 2002 ; 

Andreassi, 2008 ; Borghini et al, 2013). Il a pu notamment être montré que la sénescence 

endothéliale associée à un stress oxydant in vitro sur cellules HUVEC proliférantes peut être 

freinée par un traitement au N-acétyl cystéine ou par inhibition de l’activité d’ATM par 

l’inhibiteur KU55933. De même, dans le cas d’une dysfonction aortique associée à un stress 

oxydant in vivo chez la souris diabétique, suite au traitement par Streptozotocine, la 

sénescence endothéliale est retrouvée dans les vaisseaux aortiques chez les souris ATM+/+, et 

est réduite chez les souris ATM-/-, (Zhan et al, 2010). De façon intéressante, si les dommages 

de l’ADN s’accumulent avec le vieillissement, ils sont d’autant plus contractés dans les tissus 

exposés à un stress oxydant mitochondrial important comme le foie, (Wang et al, 2009). Par 

ailleurs, lors de la sénescence de fibroblastes, le maintien chronique de l’expression de p21 

peut aussi provoquer un stress oxydant mitochondrial, via une boucle de signalisations 

empruntant notamment p53, p21, p38 et TGF-β, et provoquer ainsi des dommages de l’ADN, 

(Passos et al, 2010). L’accumulation de ROS via p21 peut survenir de façon dépendante ou 
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indépendante de p53. p16, quant à elle, ne permet pas l’accumulation de ROS, (Macip et al, 

2002, 2003). 

 

Pour autant, certaines observations indiquent des voies alternatives de la sénescence en 

regard du stress oxydant et de la réponse aux dommages de l’ADN. Il a pu être aussi montré 

que suite à un stress oxydant dans un modèle de lymphoblaste déficient pour la protéine 

ATM, la sénescence peut survenir de façon indépendante de la voie ATM et de la persistance 

de la signalisation des dommages de l’ADN. Dans ce cas, la sénescence passe par une voie 

dépendante de p38 et de l’accumulation de Lamine dans le noyau, (Barascu et al, 2012a, 

2012b). Egalement, la régulation de l’organisation de la chromatine peut être impliquée lors 

du stress oxydant chronique. Comme nous l’énoncions plus tôt, SIRT1, qui est capable de 

déacétyler les histones mais aussi p53, est diminué lors de la sénescence endothéliale. La 

surexpression de SIRT1, prévient la sénescence endothéliale induite par H2O2, (Ota et al, 

2007). SIRT1 est réduit in vivo au sein des vaisseaux âgés et des vaisseaux athérosclérotiques. 

Un traitement par Resveratrol (polyphénol, rôle activateur de SIRT1, a des propriétés anti-

oxydantes), permet de réduire la sénescence endothéliale sous stress oxydant, (Ota et al, 2007, 

2010 ; Kao et al, 2010 ; Tang et al, 2012). Egalement, un traitement hyperglycémique sur 

cellules endothéliales microvasculaires provoque une sénescence associée à une réduction de 

SIRT1 et une augmentation de p300 (histone acétyltransférase). Cette sénescence est plus 

précoce que sur des cellules macrovasculaires HUVEC pour le même traitement. Dans les 

deux cas, il y a induction de stress oxydant et diminution de l’expression de la Télomérase. Le 

traitement par Resveratrol ou l’inhibition de p300 permet de rétablir ces paramètres et de 

réduire la sénescence. De plus, in vivo, un modèle de diabète montrant des dysfonctions dans 

le rein, présente également une réduction de SIRT1 et une augmentation de p300, (Mortuza et 

al, 2013). Par ailleurs, un modèle de fibroblaste sénescent montrant une résistance à 

l’apoptose induite par stress oxydant massif sous H2O2, montre une expression élevée de Bcl-

2 et une expression réduite de Bax. Ces cellules présentent aussi une augmentation de 

l’activité méthyltransférase sur H4K20 et une réduction de l’activité acetyltransférase sur 

H4K16, mais aussi globalement une réduction de l’activité histone acétyltransférase totale. En 

particulier, ces modifications épigénétiques globales, contrairement à Bax, ne sont pas 

retrouvées sur le gène Bcl-2, qui présente au contraire un enrichissement en H4K16 acétylé et 

une diminution en H4K20 methylé, expliquant ainsi son expression augmentée, (Sanders et al, 

2013). 
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iii.  Le Céramide & Sphingosine-1-Phosphate 

 

Peu d’études ont mis en avant un rôle des sphingolipides au cours de la sénescence 

endothéliale ou dans son induction, (Van Brocklyn, Williams, 2012)  

Cependant, il a pu être observé par un même groupe que la quantité de Céramide 

augmente dans les cellules endothéliales et les fibroblastes en sénescence réplicative, 

(Venable et al, 1995, 2006) ; et que le traitement par Céramide-C6 exogène peut induire la 

sénescence des cellules endothéliales (HUVEC), (Venable et al, 2009). 

Il a été également montré un rôle du Céramide-C24 endogène dans l’inhibition de la 

Télomérase dans les cellules humaines de neuroblastome, (Kraveka et al, 2003). L’addition de 

Céramide-C6 exogène a aussi été montrée pour participer au raccourcissement des télomères 

dans les cellules A549 (carcinome pulmonaire), via l’inhibition de l’association d’une 

GAPDH nucléaire aux télomères, et indépendamment d’une action sur la Télomérase, 

(Sundararaj et al, 2004). 

Par ailleurs, l’activation constitutive de Rac1 conduit à un stress oxydant 

mitochondrial de façon dépendante du Céramide, et provoque une sénescence endothéliale 

prématurée, (Deshpande et al, 2003). 

 

Egalement, les cellules endothéliales en sénescence vont exprimer davantage les 

récepteurs à la S1P. Notons que les récepteurs S1P1 et 2 sont davantage exprimés dans les 

cellules endothéliales issues de lésions athérosclérotiques et dans chez les cellules 

endothéliales microvasculaires issues de rats âgés. Comparées aux cellules normales, les 

cellules endothéliales sénescentes montrent des défauts de fonctions (perméabilité, migration, 

formation de tubes), sous traitement à la S1P. L’inhibition du récepteur S1P2 permet de 

restaurer ces fonctions, via notamment la ré-augmentation de Rac et la re-diminution de 

PTEN, montrant ainsi l’impact important de l’activité de S1P2 dans les dysfonctions 

présentées par les cellules endothéliales sénescentes, (Estrada et al, 2008 ; Lee et al, 2009 ; Lu 

et al, 2012). 

 

b Sénescence endothéliale réplicative & processus physiopathologiques 

 

Les changements vasculaires liés à l’âge incluent notamment une diminution de la 

compliance, et une augmentation de l’inflammation, pouvant ainsi promouvoir des altérations 

comme l’athérogénèse. Sont également observés des défauts de propriétés anti-



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

87 
 

thrombogéniques et angiogéniques, résultant ainsi en des troubles de la coagulation et de la 

régénération tissulaire, (Erusalimsky, 2005, 2009 ; Higashi et al, 2012). La sénescence 

endothéliale réplicative présente ces mêmes profils phénotypiques, et a été en particulier 

retrouvée dans les zones de l’arbre vasculaire soumises à un flux sanguin turbulent et à un 

renouvellement cellulaire plus fréquent, et sensibles à l’hypertension et athérosclérose, 

(Chang et al, 1995 ; Fenton et al, 2001 ; Minamino et al, 2002 ; Voghel et al, 2007 ; Cho et 

al, 2012). Ce type de pathologies pouvant être amplifié prématurément par des facteurs de 

risque individuel tels que le tabagisme et le diabète, il est important de noter que les deux 

formes de sénescence, réplicative et prématurée, peuvent être alors retrouvées, (Chen, 

Goligorsky, 2006).  

 

 Les défauts de fonction des cellules endothéliales sénescentes peuvent ainsi 

potentiellement avoir un rôle majeur dans l’initiation ou la progression de pathologies 

vasculaires. Par exemple, les cellules endothéliales sénescentes montrent des défauts de 

relaxation (NO), (Minamino et al, 2002). Il a pu être aussi montré une sous-expression des 

protéines de jonctions telles que la VE-Cadhérine et la ZO-1 (pour Zonula Occludens-1) dans 

un modèle de cellules endothéliales sénescentes sous inhibition de la Télomérase, et dans un 

modèle associé à la voie Notch, (Huang et al, 2010 ; Venkatesh et al, 2011). De la même 

façon, la Claudine-5 est sous-exprimée dans les cellules endothéliales sénescentes, (Lee et al, 

2010). Les cellules endothéliales sénescentes montrent également une perturbation des 

jonctions cellule-cellule, associée à une modulation de l’expression/distribution des protéines 

de jonction (VE-Cadhérine, ZO-1, Occludine, Claudine-5), et un défaut de perméabilité de la 

monocouche endothéliale. De plus, ces altérations affectent aussi l’intégrité des jonctions 

inter-cellulaires avec les cellules voisines non-sénescentes, (Krouwer et al, 2012). Elles 

perdent également la capacité de migration et à former des structures tubulaires in vitro, 

(Yang et al, 1999 ; Uraoka et al, 2011). De plus, de façon intéressante, les altérations de 

structure cellulaire liées à la sénescence sont plus marquées dans les cellules endothéliales 

microvasculaires que les cellules endothéliales macrovasculaires, (Cavallaro et al, 2000).   

Il a aussi été montré que les cellules endothéliales sénescentes surexpriment des 

facteurs de SASP pro-inflammatoires tels que l’IL-8, l’IL-6, ICAM-1, le TGF-β, des facteurs 

pro-coagulants tels que PAI-1, et des facteurs de dégradation de la matrice extracellulaire tels 

que MMP-9, (Comi et al, 1995 ; Shelton et al, 1999 ; Minamino et al, 2002 ; Csiszar et al, 

2003 ; Huang et al, 2010). Egalement, il a pu être montré que les cellules endothéliales 

sénescentes présentent au sein des lésions athérosclérotiques surexpriment ces facteurs, en 
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particulier, ICAM-1 y sera surexprimé de façon dépendante de p53, (Csiszar et al, 2003 ; 

Gorgoulis et al, 2005). Par ailleurs, comme nous le verrons plus bas, l’induction des facteurs 

pro-inflammatoire peut être étroitement lié aux DNA-SCARS, et il a été montré une 

accumulation de dommages au cours du vieillissement in vivo, et lors de pathologies liés à 

l’âge comme l’athérosclérose, (Andreassi, 2008 ; Wang et al, 2009). 

Il est intéressant de noter que, si la sénescence endothéliale réplicative après 

raccourcissement des télomères favorise la production de facteurs SASP pro-inflammatoire 

tels que l’IL-8, et que ceci favorise l’apparition de dysfonctions endothéliales, l’IL-8 elle-

même favorise le développement du phénotype sénescent (via un mécanisme qui reste à être 

déterminé), montrant ainsi que le sécrétome sénescent peut permettre l’entretien du 

phénotype, (Medina et al, 2013). 

Ainsi, les cellules sénescentes endothéliales seraient susceptibles d’entretenir leur 

statut, et de favoriser certains processus tels que la coagulation et les processus de recrutement 

et de passage de cellules immunitaires, participant ainsi au maintien de l’inflammation 

tissulaire. 

 

2. Sénescence endothéliale prématurée radio-induite 

a Limites des modèles expérimentaux 

 

Les altérations vasculaires au sein de lésions radio-induites ont été mises en évidence 

depuis de nombreuses années. Pour autant, l’implication directe de la sénescence prématurée 

des cellules endothéliales dans leur développement n’a jamais été clairement établie, même si 

elle y a été retrouvée. Car en effet, il s’agit de pouvoir répondre à la question suivante : est-ce 

que la sénescence radio-induite est une cause ou une conséquence de l’altération du 

tissu irradié ?  

Auparavant, l’hypertrophie observée après irradiation des cellules endothéliales était 

souvent associée à un effet de compensation de l’espace laissé par les cellules mortes, et ce 

afin de maintenir la confluence et la stabilité de la monocouche cellulaire, (Johnson et al, 

1982). Cependant, l’engagement d’un processus de sénescence peut également expliquer cette 

observation, voire également expliquer les dysfonctions vasculaires et les dysfonctions 

tissulaires observées.  

 

L’étude de la sénescence radio-induite des cellules endothéliales est encore limitée à 

l’heure actuelle. De plus, ces études utilisent pour la plupart des modèles macrovasculaires. Si 
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ces modèles reflètent les effets des radiations sur des vaisseaux artériels ou veineux, ils ne 

reflètent pas précisément les effets sur la microcirculation qui compose pourtant 

majoritairement la vascularisation intra-organes. Par ailleurs, les études utilisent souvent des 

cellules endothéliales macrovasculaires ou progénitrices en prolifération, alors que comme 

nous l’énoncions plus tôt, les cellules endothéliales sont quiescentes à quelques exceptions 

près. Si ces études montrent cependant une sénescence endothéliale radio-induite, les 

mécanismes moléculaires associés peuvent donc largement varier selon « l’âge » des cellules 

et le statut dans le cycle cellulaire, notamment du point de vue de l’impact des dommages de 

l’ADN, ( Igarashi et al, 2007, 2008 ; Sermsathanasawadi et al, 2009 ; Mendonca et al, 2011). 

Toutefois, quelques études utilisent des modèles macrovasculaires quiescents in vitro. 

Ces études utilisent notamment le modèle HUVEC, qui, comme énoncé plus haut, reste 

difficilement associable aux observations physiopathologiques, puisque d’origine ombilicale. 

Les modèles issus de macrovaisseaux aortiques, (e.g. BAEC ou HAEC pour Bovine ou 

Human Aortic Endothelial Cell), sont aussi utilisés, mais ne restent représentatifs que dans le 

cas par exemple, d’une sénescence associée à une pathologie artérielle. Ces études montrent 

cependant que l’irradiation induit une sénescence endothéliale et cela de façon dépendante de 

la dose d’irradiation, (Gajdusek et al, 2001 ; Oh et al, 2001 ; Igarashi et al, 2007, 2008 ; 

Imaizumi et al, 2010). Elles permettent également d’approcher les mécanismes moléculaires 

impliqués. 

Enfin, très peu d’études in vitro utilisent un modèle microvasculaire bien que, comme 

nous l’avons énoncé précédemment, ces cellules composent la majorité de la vascularisation 

des tissus sains, et que l’altération radio-induite de la microcirculation ait été montré depuis 

plusieurs années. Si la confirmation doit encore être faite sur modèle quiescent, il a été montré 

en culture in vitro, une sénescence endothéliale microvasculaire après irradiation mesurée 

après 14 jours avec un maximum testé d’environ 30% pour 8Gy, (Ungvari et al, 2013). Ce 

n’est que récemment qu’il a été montré une sénescence endothéliale microvasculaires radio-

induite in vivo. Cette sénescence microvasculaire après irradiation est fortement retrouvée lors 

d’une irradiation cérébrale de souris nude à 20Gy, ainsi que sur des coupes post-mortem de 

patients atteints de glioblastome et traités par chirurgie et par radiothérapie à 60Gy. Les zones 

non-irradiées ne présentent pas de sénescence microvasculaire, (Borovski et al, 2013).  

 

Cependant, la question de la chronologie in vivo reste posée. Afin, de savoir à quel 

niveau la sénescence endothéliale est impliquée dans le développement de lésions radio-

induites tardives, autrement dit, si elle est cause ou conséquence, il est nécessaire d’en 
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comprendre ses mécanismes moléculaires. Pour cela, il s’agit de passer par une approche in 

vitro afin d’en déterminer les facteurs essentiels, pour ensuite pouvoir les cibler in vivo afin 

d’observer un éventuel impact sur les altérations tissulaires radio-induites tardives.  

 

b Mécanismes moléculaires impliqués dans la sénescence endothéliale 

prématurée radio-induite 

i. Les voies de réponses aux dommages de l’ADN 

 

Si l’activation des voies de réponses aux dommages de l’ADN suite au 

raccourcissement des télomères constitue une activation de la sénescence, l’endommagement 

de l’ADN non-télomérique par des agents génotoxiques comme les radiations permet 

également une induction de la sénescence dépendante de la signalisation des dommages de 

l’ADN. Suite aux radiations, certaines études ont ainsi pu montrer une sénescence 

endothéliale dépendante de la génération de dommages de l’ADN et d’une persistance de 

leurs signalisations.  

Il a été montré sur modèles macrovasculaires aortiques quiescents que les dommages 

de l’ADN radio-induits sont majoritairement réparés dans les 2 premières heures suivant 

l’irradiation. Il est montré aussi une apoptose précoce (~10% au cours des 10 premières 

heures après 10Gy), ainsi que l’expression des marqueurs d’arrêt de cycle et une morphologie 

atypique des cellules survivantes suggérant la sénescence. Egalement, une augmentation de 

l’expression de p53 est observée de façon dépendante de la dose dès les premières heures 

post-irradiation et persistante au moins à 24h, (Gajdusek et al, 2001). Le phénotype sénescent 

radio-induit sera confirmé peu après, et montrera une augmentation en fonction de la dose 

d’irradiation et du temps, (Oh et al, 2001). Il a été également montré une senescence radio-

induite des cellules HUVEC confluentes impliquant une augmentation soutenue de p53 et 

p21, et montrant une disparition des foyers de cassures de l’ADN (γH2AX) après 24h, 

(Imaizumi et al, 2010). Les travaux suivants d’Igarashi et coll, ont comparé la sénescence 

induite sur cellules endothéliales macrovasculaires BAEC en phase exponentielle de 

prolifération et cellules en confluence. Ils ont ainsi pu observer que les cellules proliférantes 

deviennent rapidement et massivement sénescentes après 5 jours suite à une exposition à 8Gy, 

(~85%). A l’opposé, les cellules à confluence irradiées montrent moins de sénescence. 

Cependant, le repiquage de ces cellules immédiatement après irradiation provoque une 

augmentation de ce niveau de sénescence. Cet effet est largement diminué lorsque les cellules 

sont repiquées 72h post-irradiation. Ces travaux montrent alors que les cellules confluentes 
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réparent plus efficacement leurs dommages de l’ADN, et que la stimulation de la prolifération 

exacerbe l’impact des dommages de l’ADN et favorise la sénescence. Ils montrent également 

que la réparation des dommages passe par les voies ATM et DNA-PK. L’utilisation de la 

Wortmannine (inhibiteur des PI3KK et de la réparation des cassures double-brin), sur cellules 

confluentes au moment de l’irradiation ou peu après, favorise la persistance de cassures et la 

sénescence après repiquage, (Igarashi et al, 2007, 2008).  

 

Cependant, si la sénescence après irradiation des cellules endothéliale microvasculaire 

a été montrée (Borovski et al, 2013 ; Ungvari et al, 2013), la mise en cause des voies 

dépendantes des dommages de l’ADN n’a pas encore été établie. Il apparait par ailleurs, que 

ces dommages sont majoritairement réparés dans ces cas. 

 

Ainsi, l’implication des mécanismes de réponse aux dommages de l’ADN dans la 

sénescence endothéliale radio-induite demande à être éclaircie. Dans la mesure où peu 

d’études décryptent de façon détaillée le processus moléculaire de sénescence endothéliale 

radio-induite, les mécanismes empruntés dans d’autres modèles cellulaires non-immortalisés 

assurent une base d’investigation.  

De façon intéressante, Campisi et coll, ont montré sur un modèle de fibroblastes 

proliférants irradiés à 10Gy, un développement de la sénescence radio-induite dépendante de 

la signalisation persistante des dommages de l’ADN (DNA-SCARS) et de p53. En particulier, 

la persistance de la signalisation de la voie dépendante d’ATM joue un rôle majeur. 

L’activation d’ATM emprunte l’activité de Nbs1, de l’axe p53/p21 et de Chk2, et est visible 

par la persistance de foyers de cassures double-brin de l’ADN. Egalement, la persistance du 

signal ATM (mais pas de p53) conditionne le développement de composés du SASP, en 

particulier l’IL-6 et l’IL-8. En effet, la persistance de foyers et l’expression d’IL-6 et 8 sont 

corrélées, et l’inhibition de la voie ATM, ainsi que celle de Nbs1 ou Chk2, et non celles de 

p53, ou d’ATR, réduisent ces sécrétions. Ces observations sont corrélées in vivo au sein de 

lésions malignes. De plus, il est montré que le milieu conditionné par les cellules irradiées 

sénescentes proficientes pour ATM a un pouvoir pro-invasif sur les cellules tumorales 

supérieur à celui des cellules déficientes pour ATM. La persistance de foyers de dommages au 

niveau des télomères participe aussi à l’augmentation des IL-6 et 8, que ce soit sous 

irradiation ou en réplicatif, et l’induction de la Télomérase la réduit. Cependant, les foyers 

persistants ne résidants pas qu’au niveau des télomères, cette réduction reste partielle, alors 

que l’inhibition d’ATM permet une réduction totale de la sécrétion d’IL-6 et 8. Les auteurs 
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montrent aussi une action à double tranchant de p53 : son activité est requise pour l’entrée de 

la cellule en sénescence, or, il est observé dans ce modèle que la restriction de p53 induit une 

augmentation supérieure des foyers persistants et une augmentation supérieure et accélérée de 

facteurs du SASP potentiellement pro-inflammatoires ou pro-tumoraux. Ainsi, si l’entrée en 

sénescence radio-induite dépend ici des dommages de l’ADN persistants et de p53, le SASP 

est quant à lui un caractère associé qui dépend des dommages persistants mais pas de « l’arrêt 

en sénescence » en lui-même, qui va au contraire freiner le SASP en limitant les dommages. Il 

est d’ailleurs à noter que la sénescence induite par une surexpression de p16 hors irradiation 

ne permet pas le développement de SASP et est indépendant de la présence de foyers de 

signalisation de dommages de l’ADN. De plus, si l’induction de la sénescence par l’oncogène 

Ras est effective dans les cellules proficientes ou déficientes pour ATM et implique la 

formation de foyers de dommages de l’ADN, seules les cellules déficientes pour ATM 

montreront une restriction de l’augmentation de l’IL-6 et 8, (Rodier et al, 2009, 2011 ; Le et 

al, 2010 ; Coppé et al, 2008, 2010, 2011 ; Figure n°30).  

Les DNA-SCARS, bien que postitifs pour les marqueurs classiques de la signalisation et la 

réparation des cassures, ne montrent pas de réparation en soit. En plus d’ATM, Nbs1, p53 et 

Figure n°30 : Modèle de mécanisme d’induction du SASP sous la dépendance de la 
réponse aux dommages de l’ADN. 

Adapté de Rodier et al, 2009. 
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Chk2, leur composition peut comprendre notamment 53BP1, PML, γH2AX, MDC1, MRE11, 

et ne comprend pas Rad51 et RPA70. Les cellules déficientes pour ATM, ATR ou encore 

Nbs1, développent quand même des DNA-SCARS. Si la déficience en p53 ou Rb provoque 

une réduction de l’arrêt en sénescence, elle n’empêche pas le développement de DNA-

SCARS. A l’inverse, la déficience en γH2AX perturbe la structure des DNA-SCARS, et 

interfère avec le recrutement de Chk2 et MDC1 (et non 53BP1), et réduit la sénescence 

dépendante de p53, ainsi que le SASP, (Rodier et al, 2011). 

Concernant l’endothélium, rappelons commé énoncé dans la partie précédente, que 

l’irradiation favorise la sécrétion de nombreux facteurs dits d’activation, pouvant être 

exprimés à long terme, (Van der Meeren et al, 1997). Ces facteurs sont retrouvés dans les 

profils de SASP laissant supposer que la sénescence endothéliale radio-induite est également 

soumise au SASP. Cependant, il n’a été que récemment montré une acquisition du SASP (au 

moins en partie, et comprenant l’IL-6) chez les cellules endothéliales microvasculaires 

sénescentes à 8 jours après irradiation à 6Gy, (Ungvari et al, 2013), et sur cellules HUVEC 

sénescentes après irradiation à 4Gy, (Kim et al, 2013). Dans les deux cas, les dommages de 

l’ADN radio-induits ont été détectés, pouvant ainsi indiquer une contribution de leur 

sigalisation au cours de la sénescence endothéliale radio-induite, mais leur relation au SASP 

n’a pas été clairement définie. 

 

De façon intéressante, Zhan et coll, ont montré que la sénescence endothéliale 

prématurée induite sous stress oxydant par H2O2 in vitro sur cellules HUVEC proliférantes est 

dépendante de la signalisation dépendante d’ATM via p53. En effet, l’utilisation de pré-

traitement par anti-oxydant, le N-acétyl cystéine, ou par inhibiteur d’ATM, le KU55933, ou 

encore par siRNA contre ATM, permet de réduire le niveau de sénescence endothéliale in 

vitro. Il en est de même dans le cas d’une dysfonction aortique in vivo chez la souris 

diabétique suite au traitement par Streptozotocine. La sénescence endothéliale est alors 

retrouvée au sein des vaisseaux aortiques chez les souris ATM+/+, et est réduite chez les 

souris ATM-/-, (Zhan et al, 2010).  

Cependant, il a été montré récemment le développement de la sénescence prématurée 

après irradiation ou traitement radio-mimétique sur fibroblastes AT, de façon indépendante 

d’ATM. Si ces cellules sont très radiosensibles à forte dose, elles sont en revanche résistantes 

aux faibles doses. Or, du fait de leur défaut de réparation, ces cellules accumulent des 

dommages de l’ADN, activent p53 après 24h, entrent en arrêt de cycle, et en sénescence. A 

faible dose, ces cellules sont défectueuses pour l’activation de Bax et de la Caspase-3, et ne 
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montrent pas d’apoptose. Ces données montrent ainsi la possibilité d’une entrée en sénescence 

radio-induite en absence d’ATM, (Park et al, 2013).  

 

L’ensemble de ces données met en évidence une redondance dans certains mécanismes 

moléculaires empruntés au cours de la sénescence induite sous des stress différents. 

Cependant, ces données indiquent potentiellement une nouvelle fois les différences d’impacts 

des dommages de l’ADN et de leur signalisation en regard du niveau de stress, du type 

cellulaire, et du statut proliférant versus non-proliférant des cellules. Ainsi, dans la mesure où 

peu d’études fournissent le détail de l’implication des dommages de l’ADN et de leur 

signalisation à long terme après irradiation de l’endothélium sain, il apparait important que 

ces analyses soient effectuées au cours de la sénescence endothéliale radio-induite. 

 

Cependant, les radiations favorisent aussi d’autres types d’altérations de l’ADN tels 

qu’une réorganisation de la chromatine pouvant avoir un impact sur la sénescence.  

Il a été montré que quelques foyers de dommages de l’ADN positifs pour γH2AX 

persistent à 5 jours après irradiation d’une population de fibroblastes positive pour la 

sénescence. Ces foyers colocalisent avec ATM phospho-Ser1981 et p53 phospho-Ser15, et ne 

colocalisent pas avec les télomères. Ils augmentent en fonction de la dose d’irradiation. Ils 

sont plus larges que les foyers primaires, et peuvent représenter des altérations de la 

chromatine plus que des cassures à proprement parlé. En effet, si on peut supposer que ces 

foyers résultent de dommages irréparables, il est observé que le signal persiste au sein de 

ponts chromosomiques où l’ADN est relié, (Suzuki et al, 2006a, 2006b ; Noda et al, 2012). 

Rappelons par ailleurs qu’il a précedemment été montré la possibilité d’activer les voies de 

réponses aux dommages de l’ADN en absence de cassures en provoquant une association 

stable de facteurs de la réparation à la chromatine, (Soutoglou, Misteli, 2008). Ainsi, la 

réorganisation de la chromatine pourrait en elle-même constituer à la fois une protection 

contre l’aggravation des dommages et contre l’apparition d’une instabilité génomique, mais 

aussi constituer le siège de signaux persistants participant à l’entrée en sénescence dont 

l’activation de p53, (Costes et al, 2010 ; Noda et al, 2012 ; Sulli et al, 2012). Par ailleurs, il a 

pu être également récemment montré une sénescence endothéliale prématurée chez des EPC 

issues de patients fumeurs atteints de pneumopathie chronique obstructive. Ces cellules 

sénescentes présentent des dommages de l’ADN et l’entrée en sénescence peut être réduite en 

inhibant la voie ATM mais aussi en activant SIRT1 (Resveratrol). L’inhibition d’ATM 

conduit d’ailleurs à la ré-augmentation de SIRT1. Ceci indique ainsi l’importance des 
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régulations épigénomiques sur le développement de la sénescence, potentiellement au-delà 

des régulations par les voies de réparation, (Paschalaki et al, 2013). Par ailleurs, une 

diminution de l’expression de SIRT1 a également été observée dans des cellules endothéliales 

d’artère pulmonaire en sénescence après une irradiation à 10Gy in vitro, (Panganiban et al, 

2013). De façon intéressante, il a également été observé récemment que l’utilisation de divers 

inhibiteurs d’HDAC (Trichostatine A, Butyrate de Sodium) provoque un remodelage de la 

chromatine induisant la sénescence cellulaire en absence de cassures de l’ADN, (Place et al, 

2005 ; Pospelova et al, 2009), ainsi que l’induction du SASP, (Pazzoli et al, 2012). De plus, si 

l’induction du SASP sous inhibiteur d’HDAC comprend une dépendance d’ATM pour la 

sécrétion de l’IL-6 et 8, en revanche l’inhibition seule de l’HDAC-1 suffit à augmenter la 

sécrétion de l’Ostéopontine indépendamment des voies de signalisation de dommages de 

l’ADN, révélant ainsi des variations dans le mécanisme d’induction des différents composés 

du SASP. De plus, les fibroblastes traités par inhibiteur d’HDAC favorisent la progression 

tumorale in vivo, et, l’Ostéopontine est augmentée tandis que l’HDAC-1 est réduite au sein 

des cellules stromales de tumeurs du sein, montrant ainsi le potentiel pouvoir pro-tumoral du 

SASP, (Pazzoli et al, 2012). 

 

ii.  Le stress oxydant chronique radio-induit & les voies mitochondriales 

 

Si le stress oxydant a été mis en cause dans le vieillissement naturel des cellules, leur 

induction importante sous irradiation a été également mise très tôt en avant afin d’expliquer le 

vieillissement cellulaire prématuré radio-induit, et les pathologies développées à long terme, 

(Harman, 1956 ; Epperly et al, 2008 ; Azzam et al, 2012). De nombreux travaux ont mis en 

évidence le bénéfice des traitements anti-oxydants contre les troubles tissulaires contractés 

après irradiation, (cf partie II-E). Ces effets positifs mettent en avant l’existence d’un stress 

oxydant chronique après irradiation. Les cellules sénescentes présentent classiquement un 

stress oxydant augmenté, ainsi la sénescence induite prématurément après irradiation est 

susceptible d’être associée à ce stress oxydant et d’être la cible de ces traitements anti-

oxydants. Un effet bénéfique des traitements anti-oxydants des modèles de sénescence radio-

induite a été montré. Parmis ces traitements anti-oxydants, on retrouve le N-acetyl cystéine, la 

Catalase, SOD2, et les métalloporphyrines à manganèse à activité SOD-mimétique telles que 

le MnTBAP (pour Manganese 5, 10, 15, 20-tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin), qui peut se 

localiser à la mitochondrie et substituer à SOD2 dans des modèles déficients, (Melov et al, 

1998 ; Patel et al, 1999, 2003 ; Li et al, 2001 ; Quagliaro et al, 2005). Il a ainsi notamment été 
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montré que la sénescence radio-induite dans les cellules souches mésenchymale dérivées de 

cordon ombilical est réduite par un traitement à la Catalase, (Ko et al, 2012). De même, 

l’utilisation d’un dérivé de MnTBAP ou de N-acetyl cystéine, permet de bloquer la 

suppression à long terme de la moelle osseuse de souris irradiées sur corps entier à 6,5Gy. Cet 

effet passe par la réduction spécifique de la sénescence radio-induite des cellules souches 

hématopoïétiques associée à la persistance de ROS et de dommages de l’ADN (mesurés à 30 

jours post-irradiation), (Li et al, 2011 ; Wang et al, 2010). Dans un modèle similaire, (souris 

irradiées sur corps entier à 7,5Gy), il est montré que l’utilisation de Resveratrol (pré-

traitement de 7 jours et post-traitement de 30 jours) permet de limiter les dommages radio-

induits sur la moelle osseuse à moyen et long-terme, et d’améliorer la survie. Cette protection 

passe par la réduction de la sénescence des cellules souches hématopoïétiques qui dépend 

d’un stress oxydant chronique. De façon intéressante, la protection par le Resveratrol passe 

par ses propriétés anti-oxydantes (augmentation de SOD2 et de GPX1, diminution de Nox4), 

et activatrice de SIRT1. En effet, l’utilisation d’Ex527, un inhibiteur de SIRT1, contrecarre 

les effets radioprotecteurs du Resveratrol, (Zhang et al, 2013). 

 

Les cellules endothéliales microvasculaires irradiées sont aussi susceptibles de 

contracter un stress oxydant après irradiation, qu’un traitement anti-oxydant permet de 

réduire, (Collins-Underwood et al, 2008). S’il a pu être montré que les cellules endothéliales 

microvasculaires peuvent devenir sénescentes après irradiation, il n’a cependant pas été décrit 

à ce jour de stress oxydant chronique dans ces cellules, (Ungvari et al, 2013). 

 

De même, il a été montré des altérations potentiellement durables des fonctions 

mitochondriales après irradiation, tels que des troubles de la respiration et de l’activité des 

complexes de la chaîne respiratoire. Il a également été montré des dommages de l’ADN 

mitochondrial, et une modification de la masse/structure du réseau mitochondrial, (cf partie I-

A-3-a-iii ; Yamamori et al, 2012 ; Kam, Banati, 2013). Ces différentes modifications peuvent 

entraîner un stress oxydant, et peuvent être rencontrées au cours de la sénescence endothéliale 

réplicative, (cf partie III-B-1-a-ii). Cependant, ces altérations mitochondriales n’ont pas été 

déterminées au cours de la sénescence endotheliale radio-induite. Or, si l’irradiation cause une 

première vague de stress oxydant, les mitochondries altérées pourraient ensuite être 

responsables d’une seconde vague durable et participer à l’installation d’un stress chronique 

et d’un entretien de la sénescence, (Leach et al, 2001 ; Pham et al, 2001 ; Ogura et al, 2009 ; 

Yamamori et al, 2012). 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

97 
 

 

Des modulations post-irradiation à long terme des voies mitochondriales des protéines 

de la famille Bcl-2 sont encore à confirmer au sein des cellules endothéliales, (Gajdusek et al, 

2001 ; Nubel et al, 2006 ; Mendonca et al, 2011). Leur impact lors de la sénescence 

endothéliale radio-induite est inconnu.  

Récemment, il a été observé que l’irradiation cérébrale (2Gy) chez la souris provoque, à long 

terme (2 et 12 mois), des lésions tissulaires, où sont retrouvés des défauts de réparation des 

dommages de l’ADN et une sénescence prématurée liés à la persistance d’un stress oxydant. 

Ce modèle montre, également à long terme, une augmentation de p53 et de Bax, et une 

réduction de Bcl-2, (Suman et al, 2013). 
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 HYPOTHESES &  OBJECTIFS 

 

A l’heure actuelle, les bénéfices de la radiothérapie reposent sur la balance mettant en 

jeu l’impact sur le tissu tumoral et l’impact sur les tissus sains périphériques. Si le premier 

reste le mieux appréhendé et ciblé, il reste très difficile de réduire l’impact sur les tissus sains 

et d’empêcher l’apparition d’effets secondaires. Comprendre les mécanismes d’apparition de 

ces effets revêt donc une importance majeure. En particulier, si les effets secondaires aigus 

peuvent être limités par une diminution de la dose et l’utilisation de traitements 

complémentaires, les effets secondaires tardifs ont une évolution plus complexe à déchiffrer, 

et restent difficilement prévisibles et difficilement traitables.  

L’importance majeure de la réponse endothéliale sur les effets aigus a déjà été 

montrée, et de nombreuses observations physiopathologiques indiquent que l’endothélium 

joue également un rôle essentiel dans le développement des effets tardifs.  

En particulier, notre hypothèse générale est que l’établissement après irradiation de la 

sénescence microvasculaire et la persistance de signaux de stress contribuent à ces troubles 

chroniques, (Figure n°31). Cependant, au regard des études in vivo, il n’existe à l’heure 

actuelle aucune preuve de la sénescence endothéliale radio-induite en tant que « cause ». 

Effectivement, si les liens directs entre radiation & sénescence endothéliale, radiation & 

pathologie, et sénescence endothéliale & pathologie, sont bien établis, le lien direct 

radiation/sénescence endothéliale/pathologie reste à être confirmé. En effet, le problème 

réside dans le contrôle de la chronologie du développement de la pathologie radio-induite. La 

question restera : la sénescence endothéliale favorise-t-elle la lésion, ou la lésion favorise-t-

elle la sénescence endothéliale ? 

Figure n°31 : Hypothèse générale. 
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Pour répondre à cette question, avant tout, il s’agit d’identifier les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la sénescence endothéliale radio-induite in vitro avant de les 

transférer in vivo. Cependant, concernant les études in vitro précédentes, les modèles utilisés 

comprennent souvent des cellules de macrovaisseaux en état réplicatif. Si les origines et les 

mécanismes moléculaires de la sénescence endothéliale réplicative sont relativement bien 

décrits, il reste encore beaucoup de voies à explorer concernant les mécanismes impliqués 

dans la sénescence endothéliale radio-induite. En particulier, le choix du modèle d’étude a son 

importance dans la mesure où cette sénescence prématurée radio-induite concerne 

majoritairement des cellules endothéliales microvasculaires quiescentes au sein des tissus 

sains irradiés.  

 

Dans notre cas d’étude, nous avons souhaité nous rapprocher d’avantage de la 

physiologie de l’endothélium sain en optant pour un modèle d’irradiation unique de cellules 

endothéliales microvasculaire HMVEC-L (pour Human Microvascular Endothelial Cell – 

Lung) placées en monocouche confluente stable, (Figure n°32).  

Au cours de ce travail de thèse, les objectifs de cette étude in vitro ont été de 

mesurer la sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite, et de comprendre les 

mécanismes moléculaires impliqués dans son développement. Après un examen de la 

littérature, nous avons pris pour cibles des mécanismes potentiellement responsables de stress 

persistant après irradiation. Nous avons alors analysé différents axes : l’activité des voies de 

réponses aux dommages de l’ADN, les axes dépendants de p53, les axes dépendant du stress 

oxydant mitochondrial, et les protéines majeures de la famille Bcl-2. Nous avons également 

analysé certains paramètres fonctionnels à potentiel impact microenvironnemental : 

l’activation, la perméabilité et la respiration mitochondriale. 

De plus, dans la mesure où notre équipe a précédemment identifié un radioprotecteur 

de la toxicité aiguë : la Sphingosine-1-Phosphate (S1P), nous avons également testé 

l’hypothèse d’un effet à long terme du pré-traitement à la S1P sur la sénescence et/ou 

sur les événements moléculaires associés. Comme nous l’avons énoncé dans l’introduction, 

le pré-traitement à la S1P, en protégeant les cellules de la mort cellulaire radio-induite aiguë, 

peut potentiellement favoriser la persistance des dommages de l’ADN. Ainsi, il pourrait 

provoquer une augmentation de la sénescence par cette voie. Egalement, la S1P peut avoir des 

effets alternatifs (e.g. inflammation, perméabilité). En ce sens, nous avons contrôlé les effets 

de la S1P sur les différents paramètres moléculaires analysés.  
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Cette étude est une première étape dans le développement de cibles contre la 

sénescence microvasculaire radio-induite. Le but par la suite, est de pouvoir contrôler cette 

sénescence et de vérifier ses implications in vivo. Nous espérons, à terme, pouvoir utiliser la 

S1P en association avec un inhibiteur pharmacologique contre une des cibles définies au cours 

de cette thèse, afin de limiter les effets secondaires aussi bien aigus que tardifs induits par la 

radiothérapie. 

 

 

 

 

  

Figure n°32 : Questions de l’étude. 

-Quel est le niveau sénescence endothéliale microvasculaire après irradiation aux rayons X, 
et quels sont les mécanismes moléculaires impliqués ? 

-La protection par un pré-traitement à la S1P de la mort cellulaire aiguë radio-induite 
accentue-t-elle le niveau de sénescence et/ou les mécanismes associés ? 

-La sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite est-elle associée à des troubles 
fonctionnels ? 
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 RESULTATS 

 

Partie I :  Article – L’irradiation induit la sénescence des cellules endothéliales 

microvasculaires non-proliférantes indépendamment de l’inhibition de l’apoptose par la 

S1P. 

Radiation induces senescence in non-dividing microvascular endothelial cells independently 

of inhibition of apoptosis by S1P. 

 

Ces travaux font l’objet d’un article soumis pour publication dans le journal Cancer Research. 

 

Résumé de l’article – Nous avons précédemment montré que l’utilisation d’un pré-traitement 

par sphingolipide Sphingosine-1-Phosphate (S1P), permet de limiter l’apoptose radio-induite 

aiguë des cellules endothéliales microvasculaires quiescentes, cependant sans prendre en 

compte l’induction potentielle d’effets à long terme. En effet, ces cellules endothéliales 

protégées par la S1P présentent des dommages de l’ADN persistants sur quelques jours. Les 

dommages de l’ADN peuvent contribuer à l’entrée en sénescence des cellules. Ainsi, cette 

étude propose d’évaluer le niveau de sénescence après irradiation aux rayons X des cellules 

endothéliales microvasculaires humaines (HMVEC-L) quiescentes, ainsi que de décrypter les 

mécanismes moléculaires impliqués, au sein d’une population cellulaire pré-traitée ou non par 

la S1P. Dans un premier temps, nous avons montré que l’irradiation induit une augmentation, 

équivalente avec ou sans S1P, de la sénescence des cellules HMVEC-L en fonction de la dose 

et du temps, associée à un phénotype pro-inflammatoire persistant dans le temps. La non-

implication des dommages de l’ADN persistants lors d’un traitement par S1P est confirmée 

par l’absence de maintien de la signalisation des dommages de l’ADN, et la non-réduction de 

la sénescence lors d’un traitement chronique post-irradiation par KU55933, un inhibiteur 

d’ATM. De façon intéressante, nous avons observé une augmentation de l’expression et de 

l’activité de p53 en fonction de la dose d’irradiation et persistante dans le temps. Egalement, 

nous avons détecté un maintien de l’augmentation de la génération de superoxides 

mitochondriaux, et un défaut de la respiration mitochondriale. De même, l’expression des 

anti-oxydants endogènes SOD2 et GPX1 est augmentée en fonction de la dose d’irradiation, 

et est maintenue dans le temps. L’utilisation de la Pifithrin-α, un inhibiteur de l’activité de 

p53, ou de MnTBAP, une porphyrine à manganèse à activité SOD-mimétique, de façon 
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chronique post-irradiation, permet de réduire la sénescence radio-induite des cellules 

HMVEC-L. Par ailleurs, le traitement par MnTBAP, mais pas par Pifithrin-α, permet de 

rétablir la respiration mitochondriale, indiquant ainsi que p53 est en aval des dysfonctions 

mitochondriales. En conclusion, nous montrons une voie d’induction de la sénescence des 

cellules endothéliales microvasculaires quiescentes dépendante de l’induction d’une 

dysfonction mitochondriale et de l’axe p53, et indépendante de la modulation de l’apoptose 

par la S1P. Cette dissociation permet d’envisager de nouvelles stratégies afin de moduler les 

effets aigues d’une part et les effets tardifs radio-induits d’autre part. 

 

Approches & limites expérimentales – Les cellules endothéliales microvasculaires primaires 

HMVEC-L ont été utilisées à confluence stable en reflet de la physiologie vasculaire. Ces 

cellules ont ensuite été irradiées ou non à 1, 5 ou 15Gy et maintenues en culture à long terme 

jusqu’à 7, 14, 21, ou 28 jours. A terme, nous avons évalué le niveau de sénescence 

endothéliale radio-induite, ainsi que les mécanismes moléculaires, et les phénotypes tardifs 

associés. Les cellules ont également été soumises ou non à un pré-traitement de 

radioprotection de la mort cellulaire précoce par S1P afin d’identifier un potentiel effet à long 

terme. Afin d’identifier les axes moléculaires clés dans le développement de la sénescence, 

des traitements chroniques post-irradiation ont été appliqués contre les cibles d’intérêt.  

En termes de limites expérimentales, ces travaux ont reposé sur l’utilisation de 

cultures de cellules primaires particulièrement rares et coûteuses. Ces cellules sont fragiles et 

demandent une utilisation mesurée. Elles ne sont utilisables que du passage p4 à p7 à un 

repiquage à 5000-8000 cellules/cm², et nécessitent environ 7 jours pour atteindre la 

confluence. De plus, chaque expérience requiert près d’1 mois depuis la mise en culture 

jusqu’au dernier temps testé. Chaque expérience a donc due être organisée et élaborée avec 

soin. Egalement, le « projet sénescence » du laboratoire a été amorcé avec ces travaux de 

thèse, ainsi, chaque procédure expérimentale a nécessité un développement ou une ré-

adaptation particulière pour ce modèle cellulaire. 
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Abstract 

We previously demonstrated that the sphingolipid, Sphingosine 1-Phosphate (S1P), is 

mitigating rapid quiescent endothelial cell apoptosis induced by ionizing radiation, 

disregarding long-term responses. However, S1P-radioprotected endothelial cells are 

displaying DNA damage for few days. DNA damage is able to enhance cell senescence in 

proliferative cells from different origins. This present study is evaluating radiation-induced 

senescence in quiescent endothelial cells, by deciphering molecular pathway in regards to the 

acute radioprotection by S1P and the remaining DNA damage. First, we showed that 

irradiation of non-proliferative primary microvascular endothelial cells, HMVEC-L, induces a 

dose- and time-dependent senescence, associated with inflammatory phenotype independently 

of S1P pretreatment. The non-contribution of remaining DNA damage in the radiation-

induced senescence was confirmed by the lack of long-term activation of DNA damage 

response and of senescence inhibition by the ATM inhibitor KU55933. Interestingly, p53 

stress pathway and oxidative stress regulators such as SOD2 and GPX1, were induced in 

regards to mitochondrial superoxide generation and mitochondrial dysfunctions. 

Pharmacological inhibition of p53 activity by pifithrin-α and enhancement of mitochondrial 

oxidative stress detoxication by a SOD mimetic MnTBAP, strongly reduce endothelial cell 

senescence. Also, MnTBAP, but not pifithrin-α, restore mitochondrial respiration, showing 

that p53 is downstream of mitochondrial dysfunction. In conclusion, we clearly demonstrate a 

specific radiation-induced senescence pathway in non-proliferative microvascular endothelial 

cell, which is independent of the apoptotic process inhibited by S1P. This new senescence 

pathway might open new strategy to modulate late radiation-induced cellular dysfunction. 

 

Introduction 

Radiation therapy is a standard treatment to fight cancer. Despite improvement of the tumor 

area targeting by new stereotaxic radiotherapy devices, radiotoxicity of peritumoral healthy 

tissues remains a limit for the escalade of the radiation dose and for antitumoral efficacy (1). 

Deciphering the multicellular and molecular mechanisms in endothelial senescence will allow 

new strategies for the protective and mitigating drugs against those radiation toxicities. 

Within the complexity of molecular and cellular mechanisms, endothelial cell compartment is 

regarded as one of the major player in acute and chronic toxicities (2, 3). Microvascular 

endothelial apoptosis constitutes a primary lesion involved in high radiation dose-induced 

acute organ failure including gastrointestinal syndrome (4), blood-spinal cord brain barrier 

breakdown (5), central nervous syndrome (6), and parotid gland hypo-salivation (7). 
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Radiation-induced pro-thrombotic and anti-fibrinolytic endothelial phenotypes lead to 

inflammatory cells adhesion, platelets aggregation on the vessel walls and thrombi as such are 

revealed in chronic radiation pathogenesis including fibrosis, atrophy, atherosclerosis or heart 

failure (8).  

Radiation-induced death is triggered by the sphingolipid ceramide generation upon the 

hydrolysis of plasma membrane sphingomyelin by acid sphingomyelinase (ASM). Genetic 

invalidation of ASM blocked the radiation-induced microvascular endothelial cell apoptosis, 

inhibiting small intestine necrosis (e.g. GI syndrome) and ultimately to mice death (4). 

Moreover, intravenous injection of sphingosine 1-phosphate (S1P), a ceramide metabolite 

with antagonist properties mimics ASM invalidation in mice inhibiting endothelial cell 

apoptosis, small intestine necrosis and death (9). S1P can be considered as a relevant 

mitigator to high dose-induced acute radiation toxicity. However, the continuum between 

acute and late toxicity has never been clearly defined. If it exists, S1P should inhibit radiation-

induced long term endothelial radiation toxicity. 

Senescence is one of these long-term cell dysfunctions, contributing to aged-related diseases 

(10). Senescent cells are characterized by undifferentiated and enlarged morphology and by 

the up-regulation of senescence-activated β-galactosidase (SA β-gal) (10). Senescence occurs 

after high number of cell division leading to mitosis exhaustion and telomere shortening 

(replicative senescence). Moreover, senescence can also appear rapidly in response to 

genotoxic or oncogenic stress (premature senescence). Senescence-induced cell cycle arrest is 

under the control of the p53 and/or p16INK4a anti-oncogenes activation leading to respective 

p21WAF1 over-expression of and retinoblastoma hypo-phosphorylation. Another senescent 

hallmark is the extracellular secretion of pro-inflammatory cytokines, including interleukin-1, 

-6 and -8 and TNF-α (a.k.a. senescence-associated secretory phenotype or SASP). SASP is 

not considered as an acute response to radiation, but persists in time and contributes to the 

maintenance of a chronic inflammation. SASP may occur after the establishment of persistent 

DNA damage response (DDR) signaling (11). DDR is initiated by the 

activation/phosphorylation of the phosphoinositol 3-kinase-like protein kinases (ATM, ATR 

and DNA-PKcs) phosphorylating in return the γH2AX histone, the cell cycle modulator 

CHK1 and CHK2 proteins, and p53 (12). 

Replicative senescence has been already observed in aged macrovascular endothelial cells and 

is dependent of Bcl-2 repression modifying the mitochondrial redox state (13). Moreover, 

prematured endothelial cell senescence has also been monitored after different genotoxic 
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stresses including ionizing radiation and is involving the DDR (14-16). However, endothelial 

cell senescence has been essentially studied on proliferative macrovascular cell models with 

limiting significance to physiopathology. In fact, cell division in normal tissue occurs rarely, 

every 1 to 3 years (17). Furthermore, organs are essentially constituted of micro-, but not 

macro-vessels. Genotoxic drug-induced senescence in quiescent microvascular endothelial 

cells remains unknown and may involve different molecular actors than those described in 

proliferative macrovascular endothelial cells. The aim of the present study is to validate and to 

decipher radiation-induced quiescent microvascular endothelial cell senescence. Because the 

continuum between acute and chronic responses to radiation remains unknown, the long-term 

endothelial cell senescence will be study in regards to the modulation of radiation-induced 

early apoptosis by S1P.   

 

Materials & Methods 

Cell culture and Treatments 

Human lung microvascular endothelial cell, HMVEC-L, were seeded at 5000 cells/cm² in 

EBM-2 with 5% FBS and EGM-2 supplement (all products, Lonza) until reaching confluence. 

Medium was changed for low serum EBM-2 with 0.1% FBS 18h before irradiation. One µM 

S1P (Aventi Lipids) or its vehicle (PET; prepared as described (18)) was added 2h before 

irradiation ranging to 15Gy with a CP-160 irradiator (Faxitron X-ray Corp.). Deprivated 

medium was replaced by complete EBM-2 2h after irradiation, and then weekly. Cell cultures 

were maintained for 28 days. Non-toxic concentration of pifithrin-α (10µM; Sigma-Aldrich), 

KU55933 (5µM; Selleckchem), N-acetyl-cystein (1mM; Sigma-Aldrich), or MnTBAP (1µM; 

Merck) were added at day 4, 7, 10, 13, 16, 19, and 21 post-irradiation.  

 

SA β-gal assay 

As described (19), 4% paraformaldehyde-fixed cells in 6-well plates were incubated overnight 

without CO2 at 37°C with SA β-gal solution (1mg/ml X-gal; 5mM potassium ferrocyanide; 

2mM MgCl2; 150mM NaCl; 40mM citric acid; 12mM NaH2PO4; Sigma-Aldrich). Images 

were captured under optical microscopy (DM IRB; Leica; x200 magnification). SA β-gal-

positive cells (blue staining) were reported on the total cell number per field representing a 

mean of 150 cells (3 independent wells per experiment). 

 

Western-Blotting 
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HMVEC-L proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes 

(Millipore). Western-Blocking Reagent (Roche)-saturated membranes were hybridized 

overnight at 4°C with a primary antibody (list of primary antibodies: supplementary method), 

and with a HRP-coupled secondary antibody. Proteins of interest were revealed by Enhanced 

Chemi-Luminescence (Roche).  

 

Interleukin-8 quantification 

Human Interleukin-8 (Il-8) dosages were performed weekly by ELISA on HMVEC-L 

supernatants following the company’s protocol (Quantikine ELISA kits, R&D). 

 

Superoxide anions quantification  

As described by the company’s protocol, the release of fluorescence of oxidative MitoSOX™ 

Red (M36008, Invitrogen) by superoxide was measured by FacsCalibur in alive cells then 

analyzed with Cellquest (both BD). 

 

Mitochondrial respiration analysis  

HMVEC-L were seeded at 5000 cells/cm2 in 24-well XF microplate until reaching 

confluency. Oxygen consumption (OCR) was measured 7 days later using XF24 Analyzer 

(Seahorse), as described (20). After cell equilibration in bicarbonate-free DMEM buffer with 

25mM glucose, 1mM pyruvate and 2mM glutamine (all Sigma-Aldrich), OCR was measured 

at baseline and after respectively 0.6µM oligomycin, 0.6µM CCCP, 0.6µM rotenone and 

0.6µM antimycin-A treatments to determine mitochondrial parameters. All measurements 

were done in 5 wells per condition. 

 

Mitochondrial morphology and mass quantification 

HMVEC-L were incubated with Mitotracker™ CMXRos Red (Invitrogen) for 30min at 37°C 

before 4% paraformaldehyde fixation. Mitochondria morphology was examined on slides 

counterstained Prolong Gold DAPI (Sigma) under confocal microscope (Nikon, 630x 

magnification). Mitochondrial mass per cell were assessed on 15000 cells by FacsCalibur and 

Cellquest analysis. 

 

Animal protocol 

Eight- to 12-week-old C57Bl/6 male mice (Charles River) were housed in our animal core 

facility according to ongoing national regulations issues by INSERM and the French 
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Department of Agriculture. Irradiation and S1P treatment were delivered as previously 

described (9).  

 

DNA damage evaluation 

Phospho-γH2Ax immunostaining was assessed in 5µm sections from 15 Gy-irradiated mouse 

intestines. After Triton X100 permeabilization, γH2Ax (20E3; Cell Signaling) and CD31 

(MabA393, Millipore) were incubated overnight at 4°C, then detected respectively by 

Alexa488 anti-rabbit and Alexa568 anti-rat F(ab’)2 and counterstained with prolong Gold 

DAPI. Images were captured under fluorescent microscopy (Axiovert 200 Zeiss; x200 

magnification). Endothelial cell DNA damage quantification was estimated by the ration 

between the nucleus surface covered by γH2Ax and by DAPI in the CD31-positive cells. The 

quantification was processed by Image J on 9 fields in 3 different slides per experimental 

condition representing at least 600 endothelial cells. 

 

Statistical Analysis 

Three independent experiments were performed per study. Student's t test and ANOVA with 

95% confidence estimation were performed with StatView 6.0 package.  

 

Results 

S1P treatment extends DNA damage induced by radiation 

Remaining DNA damage has been previously observed 24h after irradiation in SV40-

transformed microvascular cell model, HMEC-1 (21). To validate this observation, DNA 

damage and its repair have been assessed in vivo in microvascular cells during the well-

defined high dose radiation-induced GI syndrome. Duodenum sections from 15 Gy-irradiated 

and/or S1P-treated C57Bl/6 mice were co-immunostained for γH2Ax DNA damage marker, 

and CD31 endothelial cell marker (respectively green and red staining; Fig 1.A). Because of 

the high amount of DNA double strand breaks after 15 Gy-irradiation, counting γH2Ax foci 

was not feasible. DNA repair kinetic per CD31 positive endothelial cell was assessed with a 

previously validated technique (22), estimating the ratio the nucleus surface covered 

by γH2Ax. Maximum γH2Ax surface coverage was observed within 1h after irradiation, and 

in the same extend in S1P- or PET-treated mice (respectively 72.7% ±1.2 versus 72.1% ±1.5; 

mean ±SEM: n.s. P>0.5; Fig.1B). If γH2AX staining decreases within the 24h post-

irradiation, 34% higher amount of remaining DNA double strand breaks is observed in 
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endothelial cells from S1P-treated, as compared to PET-treated mice (respectively 10% ±1.5 

versus 15.3% ±1.2; mean ±SEM: * P<0.01; Fig. 1B). Finally, γH2Ax surface coverage was 

significantly not different in both conditions after 72h post-radiation (respectively 7.3% ±0.8 

versus 7.9% ±1.2; mean ±SEM: n.s. P>0.5; Fig. 1B). 

 

Radiation induces microvascular endothelial cell senescence independently of S1P 

treatment 

Because DDR leads to cellular aging, irradiation- and S1P-induced senescence was evaluated 

in primary microvascular endothelial cell HMVEC-L at quiescent stage, a cellular model 

relevant for normal tissue physiology (Fig. 2A). The percentage of senescent HMVEC-L 

expressing SA β-gal (blue staining) increased in a dose- and time-dependent manner and 

reached 63.9% ±3.5, day 28 after 15 Gy (mean ±SEM, n=3, * P<0.01; Fig. 2B). However, a 

pretreatment with 1µM S1P did not modulate the amount of senescence induced by any dose 

of irradiation (n.s. P>0.5). To confirm those results, other senescence markers were assessed. 

p21WAF1 expression in irradiated HMVEC-L was induced in a dose-dependent manner by 7 

days and was sustained at least for 28 days, end of our experiment (represented times : 7 and 

21 days post-radiation; Fig. 2C). Again, S1P did not modulate p21WAF1 expression after 

exposure to ionizing radiation. Pro-inflammatory Il-8, a well-described SASP cytokine, was 

also over-secreted in HMVEC-L medium in a dose-dependent manner all along the 

experiment irreverently of S1P pretreatment (mean ±SEM, n=3, * P<0.01; Fig. 2D).  

 

DDR is not observed during radiation-induced quiescent endothelial cell senescence 

Because of their involvement in radiation- and oxidative stress-induced senescence, DDR 

actors were studied. First, the reactivity of the different actors of this pathway in HMVEC-L 

was validated by western blot 30min after irradiation (Fig. S1). Then, the expression of the 

DDR actors and their phosphorylation was checked weekly for 4 weeks after radiation. ATM, 

ATR, CHK1, CHK2 and γH2Ax were not activated since they were not phosphorylated in 

irradiated quiescent HMVEC-L (Fig. 3A). If DNA-PKcs was phosphorylated upon irradiation, 

the expression was modulated without correlation with the enhancement of senescence or 

with S1P treatment. The fact that the total forms of DNA-PKcs, ATM and the Ku70/Ku80 

heterodimer binding DNA double strand breaks were not modulated during the weeks after 

irradiation confirmed the non-activation of the DDR. S1P pretreatment seemed inactive on the 

long activation of those molecules as observed by the lack of modulation of the expression of 
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DDR proteins. Finally, the irrelevance of the prolonged DDR in quiescent endothelial cell 

senescence was validated by quantifying SA β-gal-positive HMVEC-L after 15 Gy and 

subsequent chronic KU55933 treatment, an ATM inhibitor. Indeed, KU55933 did not 

inhibited, but significantly increased endothelial senescence by 18% (vs. sham control; mean 

±SEM; *P<0.01; Fig. 3B). 

 

Radiation-induced senescence is under the control of p53 activation 

p53 is a key event of the radiation stress response. In long-term response to irradiation, we 

observed by western blot a persistent over-expression of p53 protein in a dose-dependent 

manner in HMVEC-L, irrelevantly of S1P pretreatment (Fig. 4A). The p53 activation was 

confirmed by the concomitant expression of its downstream effector MDM2. The contribution 

of p53 in endothelial cell senescence was evaluated by SA β-gal assay in HMVEC-L 

chronically treated with pifithrin-α, a p53 activity inhibitor, after irradiation at 15 Gy. The 

pifithrin-α inhibited radiation-induced quiescent endothelial senescence by 28% (vs. sham 

control; mean ±SEM; * P<0.01; Fig. 4B), definitely validating the involvement of p53 in 

quiescent microvascular endothelial cell senescence.  

 

Radiation-induced senescence is associated with mitochondria dysfunction 

Mitochondrial dysfunctions have also been described in replicative and premature senescence. 

We first evaluated the oxygen consumption rate (OCR) by XF24 analyzer on 15 Gy-irradiated 

HMVEC-L at day 7. Consecutive injections of oligomycin, CCCP, rotenone and antimycin-A 

during oxygen measurement allow the respective calculation of ATP production, maximum 

mitochondrial respiration and activity of complex I and II. Basal OCR was measured before 

any treatment. Complete OCR study showed no major difference in the respiratory profile 

from basal to CCCP OCR (Fig.5A). Rotenone addition in unirradiated cells inhibited by 

almost 90% oxygen consumption, but complex II activity was still easily detectable. 

However, 15 Gy decreased the activity of this complex by 69% (vs. 0Gy; mean ±SEM; * 

P<0.01; Fig. 5B), when complex I activity was not modulated after irradiation. Because of 

irradiation-induced respiration dysfunction, mitochondrial network morphology was observed 

by Mitotracker staining under confocal microscopy. Qualitative observation showed a spread 

network in HMVEC-L 21 days after exposure to 15 Gy as compared to control (Fig. 5C). To 

further validate, Facs analysis of Mitotracker showed a 28% increase of the mitochondrial 

mass in 15 Gy-irradiated HMVEC-L (vs. sham-control; mean of fluorescence ±SEM, * 

P<0.01; Fig. 5D). 
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Radiation-induced senescence is under the control of superoxide anions generation 

Radiation induces long-term mitochondrial respiration dysfunctions, which may lead to 

mitochondrial ROS generation. First, the perturbation of ROS detoxication enzymes was 

studied by western blot. Mitochondrial manganese superoxide dismutase (SOD2) and 

glutathione peroxidase (GPX1) expressions were increased in a dose-dependent manner and 

maintained all along the experiment as shown in Fig. 6A. However, the expression of 

catalase, an other detoxication enzyme, was not modulated by radiation, proving a specific 

response of SOD2 and GPX1. These over-expressions might be due to an increase of 

mitochondrial ROS triggered by the dysfunction of complex II. Facs analysis using MitoSOX 

allowed to quantify the release of superoxide in 15 Gy-irradiated HMVEC-L (Fig. 6B). 

During the early step of senescence, a 42.5% increase of superoxide was quantified in 15 Gy-

irradiated HMVEC-L (vs. sham control at day 7; mean ±SEM; * P<0.01; Fig. 6C). The 

oxidative status of irradiated endothelial cells was confirmed at day 21 with a 68% increase of 

superoxide (vs. sham control; * P<0.01; Fig. 6C). Again, S1P does not modulate superoxide 

generation after exposure to ionizing radiation. Finally, the involvement of superoxide in 

endothelial cell senescence was determined in 15 Gy-irradiated HMVEC-L chronically 

treated with MnTBAP, a manganese metalloporphyrin SOD-mimetic with high anti-oxidant 

properties. In fact, MnTBAP inhibited endothelial senescence by 3 fold (vs. sham control; 

mean ±SEM; * P<0.01; Fig. 6D), validating the involvement of superoxide in quiescent 

microvascular endothelial cell senescence after irradiation. 

 

Superoxide anions lead to mitochondrial dysfunctions and p53 activation 

The use of pifithrin-α and MnTBAP demonstrate a role for p53 and superoxide in radiation-

induced mitochondrial dysfunction and quiescent endothelial senescence. In order to find a 

potential interconnection between these actors, western blot analyses were performed in 

presence of inhibitors. Pifithrin-α partially blocked the p53 stabilization at day 7 and 21 after 

irradiation (Fig.7A), validating the pharmacological property of the drug. Interestingly, p53 

expression was also slightly down-regulated by MnTBAP (Fig.7B), proving that superoxide 

may induce p53 expression. Furthermore, both treatments reduced the expression of the 

senescence marker, p21WAF1, confirming their inhibitory properties on senescence (Fig. 7A, 

B). To determine if superoxide and/or p53 were upstream or downstream of mitochondrial 

dysfunction, activity of complex II was assessed using the XF24 analyzer on irradiated 
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HMVEC-L treated with pifithrin-α or MnTBAP. As presented in Fig.5B, a 67% inhibition of 

the complex II is observed in 15 Gy-irradiated HMVEC-L at day 7. Pifithrin-α did not rescue 

complex II activity (4.4% ±1.1 for 15 Gy vs. 6% ±2.2 for 15 Gy + pifithrin-α; mean ±SEM; 

n.s. P>0.5; Fig. 7C). However, MnTBAP prevented respiratory complex II dysfunction (4.4% 

±1.1 for 15 Gy vs. 9.2% ±4.6 for 15 Gy + MnTBAP; mean ±SEM; * P<0.5; Fig. 7D) since 

complex II activity was similar to the one of control cells (9.8% ±3.6 for 0 Gy + MnTBAP vs 

15 Gy + MnTBAP; n.s. P>0.5). These data clearly demonstrated that superoxide generation 

was involved in irradiation-induced mitochondrial dysfunctions through complex II inhibition 

and p53 activation, ultimately leading to senescence in quiescent microvascular endothelial 

cells.   

 

Discussion 

Our previous studies highlight the mechanism of non-proliferating endothelial cell apoptosis 

after exposure to ionizing radiation related to acute toxicity and tumor regression (4, 23). 

Endothelial cell apoptosis is mediated by a rapid generation of ceramide and is blocked by 

S1P (9, 21). However, molecular and cellular responses involved in long-term radiation 

toxicity remain unclear, limiting counteracted pharmacological strategy. In this study, we 

establish that confluent endothelial cells respond to radiation by activating a senescence 

program through p53 activation and mitochondrial dysfunctions, independently of the S1P 

modulation of apoptosis. 

Endothelial cell senescence has already been described in endothelial cells (24). However, 

those models studying aging in proliferating macrovascular HUVEC and BAEC reflect poorly 

the normal physiology. First, the microvascular network composes the major part of tissue 

irrigation and plays a key role in tissue homeostasis. Secondly, endothelial cells in most 

normal tissues are barely not dividing (17). We already demonstrate that irradiated 

microvascular endothelial cells die by different mechanism depending of their proliferating 

status (21). Quiescent endothelial cells die within hours through the ceramide generation, 

independently of DNA damage. Proliferating endothelial cells may die by the same 

mechanism, but also within days through a mitotic death triggered by misrepaired DNA 

breaks. In the present study, we demonstrated that non-proliferating irradiated microsvascular 

endothelial cells are aging through a senescence process described by 3 different set of 

experiments (SA β-gal, p21WAF1 expression and SASP's component Il-8). We observed this 

process in the dose range between 1 to 15 Gy.  
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DDR long-term activation induced by remaining DNA breaks is considered central in 

irradiation and oxidative stress-induced senescence in different proliferating cellular models 

including endothelial cells (11, 15, 16). In non-dividing HMVEC-L, the lack of DDR 

activation, observed respectively by western blot and senescence modulation by ATM 

inhibitor treatment, may demonstrate a discrepancy of aging process in proliferating versus 

quiescent cells. We previously observed by γH2Ax Facs analysis that a significant amount of 

DNA damage remained in S1P-, but not in vehicle-treated SV40-transformed microvascular 

HMEC-1 24h exposed to 15 Gy. We validate this observation in vivo. S1P delays DNA breaks 

repair in microvascular endothelial cells in mouse small intestines 24h after 15 Gy (Fig. 1). 

However, we were not able to correlate those remaining DNA breaks neither with an excess 

of senescence nor with a long-term DDR activation in irradiated quiescent primary 

microvascular endothelial cells. This indicates that remaining DNA breaks are effectively 

slowly repaired without impacting long-term response. Senescence without detectable DDR 

signaling has been already observed without telomere erosion. For example, oncogenic-driver 

senescence induced by PTEN loss in MEF is not associated with DDR (25). However, in our 

knowledge, we report, for the first time, an irradiation-induced premature senescence 

independent of the DNA damage and DDR activation. Again, this specific mechanism may be 

due by the non-dividing status of the endothelial cells. 

p53 anti-oncogene is enhanced during H2O2-induced proliferating macrovascular endothelial 

cell senescence through p21WAF1 expression (16). We also observed the expression of p53 and 

its effector MDM2 during irradiation-induced quiescent microvascular senescence. The fact 

that pifithrin-α is significantly blocking HMVEC-L senescence proves a direct role of p53 in 

premature aging by radiation. After irradiation or exogenous ROS, p53 is mainly under the 

control of the DDR, especially ATM or ATR. In quiescent endothelial cell senescence, DDR 

is no longer activated day 7 post-radiation (Fig. 3). This result does not support a link between 

the p53 chronic expression and DDR acute activation.  

p53 can also be activated by ROS. They can be generated rapidly by H2O radiolysis or 

mitochondrial dysfunctions. We exclude here a role for the rapid generation of ROS within 

millisecond after irradiation. Chronic post-irradiation treatment with the ROS scavenger, N-

acetyl-cystein, is sufficient to inhibit SA β-gal-positive senescent HMVEC-L (Fig. S2). Our 

data are in agreement with those showing that exposure with buthionine sulfoxamine, a 

glutathione synthesis inhibitor, in replicative HUVEC increased intracellular ROS and 

accelerated senescence (26). ROS may be generated by mitochondria dysfunctions. A higher 
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number of mitochondria is observed in senescent HMVEC-L after Mitotracker followed by 

Facs and confocal microscopy. Mitochondria mass gain is associated with a significant 

decrease of complex II activity and the superoxide generation. Mitochondrial complexes I and 

III are the predominant superoxide generating components (27). However, recent studies 

demonstrate that succinate-driven oxidation via complex II has a significant contribution 

towards the high rates of ROS production by mitochondria (28). The superoxide appearance is 

correlated with the expression SOD2 and GPX1, but not catalase, mitochondrial detoxication 

enzymes (Fig. 5). Interestingly, SOD2 and GPX1, but not catalase, are transcriptionnally 

regulated by p53 (29). The persistence of mitochondrial stress and upregulation of 

detoxication enzymes suggest a cell inability to counteract the radiation deleterious act (30). 

Mitochondrial dysfunctions triggered by superoxide have already been observed in replicative 

macrovascular endothelial cell senescence induced by a down-expression of survival factor 

Bcl-2 protein (13). Bcl-2 transfection is counteracting the loss of glutathione into 

mitochondria of senescent endothelial cell, and to reduce superoxide production (13, 31). In 

our model, irradiation also induced a persistent down-regulation of Bcl-2 during senescence 

of quiescent HMVEC-L (data not shown). This result may demonstrate some redundancy of 

the pathways observed in senescence in dividing and non-dividing endothelial cell. However, 

we were not able to correlate Bcl-2 down-regulation and senescence in quiescent endothelial 

cells due to high toxicity of genetic or pharmacologic Bcl-2 invalidation. 

p53 may also orchestrate mitochondrial redox signaling by coordinating endogen regulators 

such as SOD2, GPX1, and the ROS generator p66shc (32). MnTBAP, but not with pifithrin-α 

treatment, was limiting mitochondrial dysfunction, proving that mitochondrial impairment is 

triggered by superoxide, but not p53. Because p53 activation was slightly limited by 

MnTBAP, primary superoxide are inducing mitochondrial dysfunction and might 

participating to p53 stabilization. Mitochondrial impairment must also generate new 

superoxide, increasing in return mitochondrial dysfunction. The upstream event leading to 

primary superoxide may be dependent of irradiation-induced mitochondrial DNA (mtDNA) 

damage (33). However, mtDNA damage could be either the cause or the consequence of 

mitochondrial dysfunctions (34). Moreover, regulation of mitochondrial fission and fusion 

modulate ROS production and cellular senescence (35).  Mitochondrial elongation in 

senescent HUVECs is under the control of the down-regulation of Drp-1 and Fis-1 GTPase 

proteins and the expression of PINK1 protein kinase. PINK1 activation leads to the Trap1 

phosphorylation, limiting the toxicity driven by oxidative stress (36). Further investigation 
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must decipher the upstream event leading to primary superoxide and premature senescence of 

quiescent endothelial cells. 

p53, mitochondrial oxidative stress and dysfunction events described in quiescent endothelial 

cell senescence, are also potential apoptotic actors induced by radiation response to many cell 

types. Interconnection between apoptosis and senescence outcomes is still under 

investigation. Bcl-2 survival factor turns rat embryo fibroblast apoptosis into a senescent-like 

phenotype blocked in G2 phase, demonstrating that apoptosis inhibition could be crucial for 

the commitment to replicative senescence (37). Whereas endothelial cells are committed to 

radiation-induced apoptosis, they may switch to senescence once their apoptosis pathway is 

inhibited. S1P blocks irradiation-induced apoptosis of quiescent microvascular endothelial 

cells both in vitro and in vivo (9). In the present study, we were not able to modulate any 

defined senescence markers of senescence, including p53 and p21WAF1, when apoptosis is 

inhibited by S1P in irradiated microvascular endothelial cell. This result seems consistent with 

the role of p53 in late, but not acute, endothelial cell response to radiation. If senescence is 

blocked by p53 inhibition, endothelial cell apoptosis is not inhibited in small intestines from 

p53-invalidated mice (4). This result proves that radiation-induced acute apoptosis and long-

term senescence are mediated by two separated pathways, which was not yet proven in our 

knowledge.  

Cell signaling discrepancy between apoptosis and senescence may give opportunity to new 

pharmacological strategies to mitigate acute and late radiopathologies. Pretreatment with S1P 

before 15 Gy inhibits endothelial cell apoptosis and related acute small intestines necrosis in 

mice (9). Irradiation-induced endothelial cell senescence impaired vascular functions, e.g. 

pro-inflammatory cytokines secretion, vasotonicity, migration, angiogenesis or permeability 

(38, 39). Also, senescence is observed in chronic pathologies, including lung and intestines 

fibroses or atherosclerosis that are frequently encountered during aging or radiation toxicity. 

In this context, S1P in irradiated quiescent HMVEC-L does not inhibit senescence markers, 

defined by SA-β-gal assay, p21WAF1 expression and Il-8 secretion or other markers of 

endothelial dysfunctions, such as increase of pro-inflammatory factor, ICAM-1, and decrease 

of intercellular junction protein, VE-Cadherin, (Fig. S3). On the other hand, modulating 

superoxide/SOD2 or p53activity blocks radiation-induced quiescent endothelial cell 

senescence. In this context, modulating superoxide generation or p53, but not S1P, should 

participate to the protection against late radiation toxicity. Pharmacological strategy inhibiting 

p53 in vivo remains difficult because of its anti-oncogenic activity prone to tumor 

development. Inhibiting superoxide by delivering SOD2 with plasmid-liposome or adenovirus 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

116 
 

prevent lung inflammatory alveolitis and fibrosis in irradiated C57BL/6J or Nu/J mice (40). 

However, further studies must be done to better investigate SOD2 or other agents limiting 

mitochondrial oxidative impairment on microvascular endothelial cell senescence related to 

chronic radiation toxicity. 
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Legends 

Figure 1 

S1P delays DNA damage repair in microvascular endothelial cells of small intestines 

exposed to 15 Gy. A. γH2Ax (green) and CD31 (red) co-immunostaing of duodenum sections 
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from 15 Gy-irradiated and/or S1P-treated C57Bl/6 mice at different time points. Sections 

were counterstained with DAPI (blue).Scale Bar: 50µm. B. DNA repair kinetic per CD31-

positive endothelial cell estimated by the ratio ofγH2Ax coverage in the whole nucleus 

surface defined by DAPI. The surface quantification was obtained by Image J (mean ±SEM, * 

P<0.01; n=3). 

 

Figure 2 

Irradiation induces endothelial cell senescence irrelevantly of S1P. A. Senescent 

HMVEC-L (blue cells) assessed by SA β-gal assay under optical microscopy, day 28 after 15 

Gy and/or S1P. Scale Bar: 20µm. B. Percentage of senescent HMVEC-L in function of dose, 

time and S1P pretreatment (mean ±SEM, * P<0.01, n=3). C. p21WAF1 expression evaluated by 

Western blot in irradiated and S1P-treated HMVEC-L (n=3, a representative blot). D. 

Cumulative IL-8 secretion in medium of irradiated and/or S1P-treated HMVEC-L in function 

of time (mean ±SEM, * P<0.01, n=3). 

 

Figure 3 

Senescence is independent of DDR. A. DNA sensor and repair proteins expression in 

irradiated and/or S1P-treated HMVEC-L evaluated by Western blot in function of time post-

radiation (a representative blot, n=3). Conditions “+” represent proliferative endothelial cells 

stopped at 30min after 15 Gy irradiation, and represent positive control of signal. B. 

Percentage of senescent HMVEC-L treated with ATM inhibitor, KU55933, day 21 post-15 

Gy (mean ±SEM, * P<0.01, n=3).  

 

Figure 4 

Senescence is under the dependence of p53 activity. A. p53 and downstream effector 

MDM2 expression in irradiated and/or S1P-treated HMVEC-L assessed by Western blot in 

function of time post-radiation (a representative blot, n=3). B. Percentage of senescent 

HMVEC-L treated with pifithrin-α, day 21 post-15 Gy (mean ±SEM, * P<0.01, n=3).  

 

Figure 5 

Ionizing radiation induces long-term mitochondria dysfunction. A. Oxygen consumption 

rate (OCR) in irradiated HMVEC-L. Basal OCR was measured before oligomycin treatment 

(mean ±SEM, n=3+ P<0.01). B. Ration of the mitochondrial complexes I and II activities in 
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HMVEC-L, day 7 post-irradiation. Respiration was calculated by subtraction of the mean of 

the 3 measures of non-mitochondrial respiration (after antimycine-A) from total basal 

respiration (before oligomycin). Complex II activity was calculated as the substraction of 

OCR after rotenone to basal OCR (Mean ±SEM, n=3). C. Mitochondrial network by 

Mitotracker immunostaining in HMVEC-L, day 21 post-15 Gy. Cells were counterstained 

with DAPI (blue). Scale Bar: 20µm. D. Mitochondria mass per cell quantified by Mitotracker 

assay on Facs in HMVEC-L, day 21 post-15 Gy (mean of fluorescence ±SEM, * P<0.01, 

n=3). Insert Mitotracker distribution in function of the cell population analyzed Facs (a 

representative experiment, n=3). 

 

Figure 6 

Senescence is under the control of mitochondrial oxidative response. A. SOD2, GPX1 and 

catalase expression evaluated by Western blot in irradiated and/or S1P-treated HMVEC-L in 

function of dose and time (a representative blot, n=3). B. Mitochondrial superoxide 

distribution by MitoSOX in function of the cell population analyzed Facs (a representative 

experiment; positive control 50µM antimycin-A). C. Mitochondrial superoxide quantification 

by MitoSOX and analyzed by Facs in HMVEC-L, day 7 and 21 post-15 Gy and/or S1P (mean 

of fluorescence ±SEM, * P<0.01, n=3). D. Percentage of senescent HMVEC-L treated by 

MnTBAP, day 21 post-15 Gy (mean ±SEM, * P<0.01, n=3). 

 

Figure 7 

Superoxide anion generation leads to mitochondria dysfunction and p53 expression. A-

B.p53 and p21WAF1 expression evaluated by Western blot in pifithrin-α- (A) and in MnTBAP-

treated (B) HMVEC-L, day 7 and 21 post-15 Gy (a representative blot, n=3). C-D. 

Respiratory complex I and II activities in pifithrin-α- (C) and in MnTBAP-treated (D) 

HMVEC-L 7 day post-15 Gy (mean ±SEM, n=3). 
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Résultats complémentaires 

 

Profil d’expression de p16 et phospho-Rb, autres marqueurs de l’arrêt en sénescence – 

Comme nous l’avons énoncé, la sénescence fait appel au maintien de l’expression de facteurs 

d’arrêt de cycle comme p21. Nous avons ici également analysé l’expression de deux autres 

marqueurs p16 et Rb hypophosphorylé dans notre modèle de sénescence des cellules 

HMVEC-L à J21 après irradiation ou non à 1, 5 ou 15Gy, (Figure n°33). 

Nous avons pu constater que le profil d’expression de p16 suit celui de p21, et qu’il est 

augmenté après irradiation dès la dose de 1Gy et persiste dans le temps. Nous avons 

également observé que Rb est exprimé de façon stable et est hypophopshorylé de façon 

persistante, du moins sur les sites S807/811. Ces deux marqueurs vont dans le sens du profil 

de sénescence des cellules endothéliales microvasculaires après irradiation. 

Ici aussi, nous avons pu constater l’absence de modulation par le pré-traitement à la S1P, 

confirmant une nouvelle fois son absence d’impact sur le long terme sur les paramètres 

associés à la sénescence. 

 

Figure n°33 : Mesure à 21 jours post-irradiation sur les cellules endothéliales 
HMVEC-L, de l’expression protéique de p16, Rb, et Rb phospho-Ser807/811, en 

fonction de la dose d’irradiation, avec ou sans S1P. 
Western-Blot utilisant les anticorps anti-p16 (554079, BD Biosciences), anti-Rb (MS107P1, Neomarkers), 
anti-Rb phospho-Ser807/811 (9308, Cell Signaling Technologies), et anti-Actine (MAB1501, Millipore). 
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Compléments d’analyse des fonctions endothéliales dans le modèle de sénescence radio-

induite des cellules HMVEC-L – Nous avons également analysé certains paramètres 

fonctionnels susceptibles « d’alimenter » l’implication physiopathologique des cellules 

endothéliales sénescentes après irradiation.  

Nous avons étudié l’expression de la protéine ICAM-1 (pour Intercellular Molecule 

Adhesion-1) par Western-Blot, dans notre modèle de sénescence des cellules HMVEC-L, ici 

montré à J21, après irradiation ou non à 1, 5 ou 15Gy, avec ou sans S1P, (Figure n°34, n=3). 

ICAM-1 est un marqueur d’activation des cellules endothéliales connu pour permettre 

l’interaction des cellules circulantes avec les cellules endothéliales. Il est aussi connu pour 

être surexprimé après irradiation et peut être maintenu, (Gaugler et al, 1997). Dans notre 

modèle, l’expression d’ICAM-1 est augmentée en fonction de la dose et maintenue dans le 

temps. Ceci indique que, dans le même sens que la surexpression persistante de l’IL-8, la 

surexpression persistante d’ICAM-1 marque le caractère activé des cellules endothéliales à 

long terme après irradiation. Ce profil va dans le sens d’une participation de la sénescence 

endothéliale microvasculaire radio-induite dans le maintien d’une inflammation chronique. Ici 

aussi, nous retrouvons une absence de modulation par le pré-traitement à la S1P, indiquant 

son absence d’impact sur le long terme sur l’activation radio-induite des cellules endothéliales 

HMVEC-L. 

 

 

Nous avons aussi souhaité analyser la stabilité de la monocouche de cellules 

endothéliales HMVEC-L après irradiation. Pour cela, nous avons étudié l’expression de la 

protéine VE-Cadhérine (pour Vascular Endothelial-Cadherin) par Western-Blot, dans notre 

Figure n°34 : Mesures post-irradiation sur les cellules endothéliales HMVEC-L, de 
l’expression protéique d’ICAM-1 en fonction de la dose d’irradiation et du temps, 

avec ou sans S1P. 
Western-Blot utilisant les anticorps anti-ICAM-1 (4915, Cell Signaling Technologies), et anti-Actine 

(MAB1501, Millipore). 
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modèle de sénescence des cellules HMVEC-L, ici montré à J21 et J28, après irradiation ou 

non à 1, 5 ou 15Gy, avec ou sans S1P, (Figure n°35A, n=3). La VE-Cadhérine est un 

marqueur de jonction cellule-cellule des cellules endothéliales. Dans notre modèle, nous 

observons une diminution de l’expression de la VE-Cadhérine en fonction de la dose 

d’irradiation. Ce profil est présent dès J7 et est maintenue tout au long de l’expérience. Le 

pré-traitement à la S1P ne modifie pas ces observations. Ce résultat suggère que les cellules 

endothéliales HMVEC-L irradiées perdent leur cohésion. Cette altération étant maintenue à 

long terme, elle est susceptible de participer à une altération de la perméabilité des cellules 

endothéliales, et de participer au développement de dysfonctions tissulaires tardives. 

Ainsi, dans un second temps, nous avons analysé la perméabilité de la monocouche de 

cellules endothéliales HMVEC-L à long terme après irradiation, avec ou sans S1P, (Figure 

n°35B, n=3). Nous avons pour cela utilisé un système de culture en transwell (Corning 12mm 

Transwell®, pore de 0.4µm, insert à membrane polyester). Les cellules HMVEC-L sont 

cultivées jusqu’à confluence sur le puit supérieur. Après traitements, le milieu de culture du 

puit supérieur est remplacé par du milieu de culture supplémenté par 1mg/mL de Fluorescein 

isothiocyanate–Dextran (FITC-Dextran ; FD40, Sigma-Aldrich ; poids moléculaire moyen 

40000g/mol, ex/em 485nm/538nm) et 1mg/mL de Tetramethylrhodamine isothiocyanate–

Dextran (TRITC-Dextran ; T1037, Sigma-Aldrich ; poids moléculaire moyen 4400g/mol, 

ex/em 544nm/590nm), (Ludwig et al, 2011). Nous mesurons ensuite la cinétique de passage 

des deux composés fluomarqués par fluorométrie, (Ascent Software for fluoroskan 

(Thermoscientific)), en prélevant des échantillons dans le puits inférieur à 0, 15min, 30min, 

1h, 2h, 4h, 8h et 24h. Les échantillons de 150µL sont immédiatement remplacés par 150µL de 

milieu complet pour rééquilibrer les volumes. La fluorescence obtenue au point 8h est en fin 

de phase exponentielle et précède la phase de saturation. Les intensités obtenues à ce temps 

expérimental permettent donc de comparer les différentes conditions entre elles. La lecture de 

la fluorescence permet de déterminer la quantité de dextran qui diffuse à travers la 

monocouche, ce qui reflète l’état de sa perméabilité : plus l’intensité est grande, plus la 

perméabilité est importante. Pour chaque expérience, les intensités de fluorescence ont été 

normalisées par rapport à la valeur de fluorescence des puits vides du jour correspondant, et 

par rapport au point contrôle 0Gy PET (considérée comme égale à 1). Les conditions ont été 

statistiquement analysées par tests de Student, seules les probabilités d’erreur inférieures à 5% 

sont considérées comme significatives. 

Nos résultats ont ainsi montré une similitude pour les deux types de dextrans de 40kDa (non-

montré) et 4,4kDa (montré) Ils diffusent sous les mêmes proportions et à la même vitesse. 
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Ainsi, l’irradiation entraîne une augmentation de la diffusion des dextrans à travers la 

monocouche, indiquant une augmentation de la perméabilité. Nous observons ainsi que la 

perméabilité de la monocouche endothéliale n’est pas modifiée aux temps J7 et J14 (non-

montrés), et est significativement augmentée dès 5Gy à J21 et dès 1Gy à J28 (montrés ici). Le 

pré-traitement à la S1P ne modifie pas ces résultats. Ces résultats suggèrent que plus la 

sénescence est importante, plus les dysfonctions sont marquées.  

L’ensemble de ces résultats montrent que l’irradiation induit une diminution de 

l’expression de la VE-Cadhérine dans notre modèle de senescence endothéliale 

microvasculaire radio-induite, qui est associée à un défaut de la perméabilité marquée pour les 

conditions où la sénescence est importante. Ces données confirment les altérations de la 

stabilité de la monocouche endothéliale après irradiation en corrélation avec l’augmentation 

de la sénescence radio-induite des cellules HMVEC-L. 

 

 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats appuient l’hypothèse que la sénescence radio-induite 

des cellules endothéliales produit des défauts de fonctions. Ces défauts pourront se traduire 

par un maintien chronique de l’inflammation du compartiment tissulaire irradié, ainsi que par 

des troubles de son irrigation. Ces altérations pourraient in vivo participer à la contraction 

d’effets secondaires radio-induits tardifs. La S1P ne modifiant pas cette réponse, ceci nous 

conforte dans l’idée qu’elle n’accentuerait pas non plus ces troubles. 
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Figure n°35 : Mesures post-irradiation sur les cellules endothéliales HMVEC-L, de l’expression protéique de la VE-
Cadhérine (A) et de la perméabilité (B), en fonction de la dose d’irradiation et du temps, avec ou sans S1P. 

(A) Western-Blot utilisant les anticorps anti-VE-Cadhérine (2500, Cell Signaling Techonlogies), et anti-Actine (MAB1501, Millipore). (B) Test de 
perméabilité, normalisation de la quantité de passage de Dextran-TRITC au temps 8h par rapport à la condition contrôle 0Gy PET. 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

137 
 

Partie II :  Implication des protéines de la famille Bcl-2 dans la sénescence endothéliale 

microvasculaire radio-induite. 

 

La stabilisation de p53 dans notre modèle in vitro de sénescence endothéliale radio-

induite, indique la persistance d’un stress intracellulaire. Ceci pouvant provenir d’un 

« dysfonctionnement mitochondrial », nous nous sommes intéressés aux voies liées à la 

signalisation mitochondriale étant impliquées dans la balance survie/mort et dans le 

métabolisme oxydatif. Notamment, l’expression des protéines pro/anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak) est à l’étude. En effet, l’activité de p53 régule 

l’expression et l’activité de ces protéines. p53 a une activité pro-apoptotique notamment en 

stimulant l’expression de Bax et Bak et en réprimant l’expression de Bcl-2 et Bcl-xL. Il peut 

aussi contrôler leur activité par interaction notamment en liant et inhibant Bcl-2 ou Bcl-xL, ou 

en liant et activant Bax ou Bak. Il a d’autre part été montré que la surexpression de Bcl-2 peut 

permettre de bloquer l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales en stimulant une voie 

dépendante de la survivine, et en inhibant l’accumulation de p53 et l’activation de p38 

(Kumar et al, 2007). En ce sens, il est possible qu’a contrario, une inhibition de l’expression 

de Bcl-2 favorise l’accumulation de p53. Par ailleurs, de façon intéressante, Bcl-2 a des 

propriétés anti-oxydantes en localisant le glutathion à la mitochondrie (Zimmerman et al, 

2007). Uraoka et coll, ont notamment montré que Bcl-2 est moins exprimé dans les cellules 

endothéliales macrovasculaires en sénescence réplicative, et que ces dernières présentent un 

important stress oxydant mitochondrial. Ce phénotype peut être réduit par une transfection de 

Bcl-2 et conduit à une récupération des fonctions endothéliales, (Uraoka et al, 2011). Bax 

quant à lui, est connu pour avoir une activité pro-oxydante en favorisant la génération de 

superoxide mitochondriaux, mais le mécanisme reste à être déterminé, (Kirkland et al, 2002, 

2010). 

En accord avec ces données, nos résultats précédents ont montré une augmentation de 

la génération d’ions superoxide mitochondriaux, et une réduction de la respiration 

mitochondriale dépendante du complexe II. De plus, nous avons observé que l’expression des 

protéines de régulation du stress oxydant SOD2 et GPX1 (et GPX4, non montré), dont 

l’expression peut également être régit par l’activité de p53, est augmentée de façon 

dépendante de la dose et persistante dans le temps. Le taux augmenté et persistant d’ions 

superoxides mitochondriaux peut indiquer une dysfonction d’origine mitochondriale, et la 

persistance des facteurs de régulation peut potentiellement indiquer une incapacité de la 

cellule à répondre entièrement à ce stress. Ainsi, il est important d’analyser l’état d’expression 
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des protéines majeures de la famille Bcl-2. En particulier, nous nous sommes concentrés sur 

les protéines Bcl-2, Bcl-xL, Bax et Bak, afin de voir si une dérégulation de leur expression 

peut en partie expliquer le déséquilibre oxydant observé, et si ce déséquilibre passe par une 

modulation de p53 et/ou de ces cibles anti-oxydantes telles que SOD2.  

 

Approches expérimentales & Résultats – Comme précédemment, nous avons utilisé le 

modèle de sénescence endothéliale radio-induite sur cellules primaires HMVEC-L cultivées 

en confluence stable. Les doses d’irradiation utilisées sont de 0, 1, 5 ou 15Gy, et les cellules 

sont maintenues en culture jusqu’au jour 7, 14, 21, ou 28. Là aussi, avant irradiation, les 

cellules ont été soumises ou non à un traitement par S1P afin d’identifier un potentiel effet à 

long terme.  

Dans un premier temps, nous avons analysé l’expression des protéines Bcl-2, Bcl-xL, 

Bax et Bak par Western-Blot, (Figure n°36). Nos résultats ont montré une diminution de 

l’expression de Bcl-2 de façon dépendante de la dose d’irradiation et maintenue dans le 

temps. A l’inverse, l’expression de Bcl-xL est augmentée, de même que celle de Bax, là aussi 

de façon dépendante de la dose et maintenue dans le temps. Concernant Bak, son niveau 

d’expression reste inchangé quelque soit la dose et le temps expérimental. Le pré-traitement à 

la S1P ne modifie pas ces modulations d’expression, indiquant ici aussi son absence d’impact 

à long terme sur ces paramètres. Il est intéressant de noter que les modulations observées sont 

rencontrées dès la plus faible dose testée de 1Gy, et que cette dose est suffisante pour les 

maintenir à long terme.  

Ces résultats ne semblent favoriser ni un signal anti-apoptotique, ni un signal pro-apoptotique. 

Nous pouvons toutefois souligner que la diminution de Bcl-2 et l’augmentation de Bax 

concordent avec l’augmentation de l’expression de p53, même si ce n’est pas le cas pour Bcl-

xL et Bak. Cependant, il est à noter que ces résultats ne mettent pas en évidence les 

éventuelles modulations de localisation et d’interactions de ces protéines, paramètres connus 

pour avoir un impact majeur sur leur activité apoptotique. Concernant plus particulièrement 

Bcl-2, il est intéressant d’observer que cette diminution d’expression coïncide avec les 

résultats d’Uraoka et coll, sur leur modèle de sénescence endothéliale réplicative, (Uraoka et 

al, 2011). La diminution d’expression de Bcl-2 peut conduire à une diminution du pouvoir 

anti-oxydant de la cellule et expliquer l’augmentation du stress oxydant mitochondrial au 

cours de la sénescence. Dans le même sens, l’augmentation de l’expression de Bax peut aussi 

expliquer l’augmentation de la génération de superoxides mitochondriaux. 
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Ainsi, dans un second temps, nous avons souhaité mesurer l’impact de l’inhibition 

constitutive ou induite de Bcl-2 sur le niveau de sénescence, à savoir, répondre à la question 

d’une augmentation du niveau de sénescence lors d’une inhibition accentuée de Bcl-2, soit 

d’une inhibition accentuée de la régulation du stress oxydant et une augmentation de 

l’accumulation de p53. Pour cela, nous avons tenté de placer les cellules sous le contrôle d’un 

sh-RNA contre Bcl-2. Malheureusement, comme souvent constaté, les cellules primaires 

microvasculaires HMVEC-L sont fragiles et supportent mal les manipulations génétiques 

comme la transduction. Nous avons également tenté d’utiliser une inhibition induite de Bcl-

2/Bcl-xL via l’utilisation d’un agent exogène inhibiteur : l’ABT-737, (0,5µM ; Abbott 

Laboratories). Comme les précédentes expériences, cet inhibiteur est utilisé de façon 

chronique post-irradiation dès J4, puis tous les 3 jours jusqu’à J21. Malheureusement là aussi, 

le traitement par ABT-737 est toxique à long terme pour les cellules HMVEC-L. Nous ne 

pourrons donc pas répondre ici à la question de l’impact de Bcl-2 sur le niveau de sénescence, 

le stress oxydant, ou encore sur l’expression de p53. En revanche, nous avons pu tester les 

effets de l’inhibition de l’activité de p53 par Pifithrin-α (10µM ; Sigma-Aldrich), et les effets 

du SOD-mimétique, MnTBAP (1µM ; Calbiochem), sur l’expression protéique de Bcl-2 

mesurée pas Western-Blot, (Figure n°37). Il est à noter que l’utilisation d’un autre inhibiteur 

de p53, la Pifithrin-µ (1µM ; Sigma-Aldrich), ciblant spécifiquement son activité anti-

apoptotique par liaison aux protéines Bcl-2 et Bcl-xL, est également toxique à long terme 

pour les cellules HMVEC-L. La Pifithrin-α et le MnTBAP ont été également utilisés de façon 

chronique post-irradiation (0Gy vs 15Gy) dès J4, puis tous les 3 jours jusqu’à J7 ou J21. Nos 

précédents résultats ont montré que l’utilisation de Pifithrin-α et de MnTBAP permet de 

réduire le développement de la sénescence et, dans le cas du MnTBAP, de restaurer les 

capacités respiratoires mitochondriales dépendantes du complexe II. Nous avons également 

montré qu’ils permettent de réduire partiellement l’expression de p53 et de p21. Ici, nos 

résultats montrent que l’inhibition de p53 par la Pifithrin-α de façon chronique post-

irradiation à 15Gy ne provoque pas de modulation de l’expression de Bcl-2 que ce soit à J7 ou 

J21. De la même façon, l’accentuation chronique de l’activité SOD par le MnTBAP, ne 

module pas l’expression de Bcl-2. En somme, Bcl-2 reste diminué bien que des effets positifs 

sur la sénescence et sur la respiration mitochondriale soient observés avec ces inhibiteurs. 

Cela peut indiquer que Bcl-2 est diminué en réponse à l’irradiation mais n’a pas d’impact sur 

la sénescence et ses mécanismes moléculaires. Ou, au contraire, cela peut indiquer que la 

diminution de Bcl-2 se produit en amont de la modulation de p53 et des dysfonctions 



Thèse de Doctorat – Audrey Lafargue 

140 
 

mitochondriales, et que l’utilisation de Pifithrin-α ou de MnTBAP permet de réduire la 

sénescence et les dysfonctions mitochondriales en agissant sur un niveau intermédiaire du 

mécanisme moléculaire de la sénescence endothéliale radio-induite. 

 

Enfin, nous nous sommes intéressés à l’expression protéique de SOD2 en réponse aux 

traitements chroniques post-irradiation (0Gy vs 15Gy) par Pifithrin-α ou MnTBAP jusqu’à J7 

ou J21, (Figure n°38). Nous avons précédemment, montré que l’expression de SOD2, une 

SOD mitochondriale, est augmentée de façon dépendante de la dose d’irradiation et 

persistante dans le temps. Ce même profil a été rencontré par Uraoka et coll, qui ont montré 

une augmentation de SOD2 lors de la sénescence endothéliale réplicative où Bcl-2 est 

diminué. Pour autant, l’inhibition de Bcl-2 dans des cellules jeunes ne modifie pas 

l’expression de SOD2, alors que l’induction de Bcl-2 induit une augmentation de SOD2, 

(Uraoka et al, 2011). Le lien Bcl-2-SOD2 en sénescence endothéliale radio-induite doit donc 

encore être vérifié. Toutefois, les cellules endothéliales microvasculaires irradiées à 10Gy 

soumises à un traitement SOD-Catalase mimétique par EUK-207 possèdent une meilleure 

activité SOD, augmentent Bcl-2 et réduisent Bax, améliorent la survie cellulaire à 10 jours, et 

restaurent les fonctions endothéliales, (Otterson et al, 2012). Ainsi, nous avons souhaité 

analyser l’expression de SOD2 en cas de sénescence endothéliale radio-induite traitée par 

MnTBAP. Nous montrons ici que le traitement chronique par MnTBAP, ne provoque pas de 

modification dans l’augmentation de SOD2 dans les conditions traitées à 15Gy que ce soit J7 

ou J21. Ainsi, l’accentuation de l’activité SOD, bien qu’ayant un pouvoir de diminution du 

niveau de sénescence et d’amélioration de la respiration mitochondriale, ne permet pas de 

contrebalancer l’induction de la surexpression de SOD2.  

En revanche, nos résultats montrent que l’inhibition chronique de p53 provoque une 

augmentation de l’expression de SOD2 à 0Gy et 15Gy. Or, p53 est capable d’activer ou de 

réprimer la transcription de SOD2, (Perwez-Hussain et al, 2004). La différence de « choix » 

reposerait sur le niveau de stress oxydant et/ou sur le niveau d’expression/activité de p53, 

(Liu, Xu, 2011). Si ce résultat ne permet pas de conclure directement sur le lien SOD2-p53, 

on peut supposer qu’une inhibition partielle de l’activité de p53 favorise tout de même 

l’expression de SOD2 et le pouvoir anti-oxydant de la cellule. Cette surexpression de SOD2 

sous Pifithrin-α pourrait permettre de réduire le stress oxydant mitochondrial, et ainsi réduire 

la sénescence radio-induite.    
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Conclusions – Comme nous l’énoncions, le processus de sénescence fait appel à des 

mécanismes moléculaires complexes. Nous constatons que, au moins partiellement, 

l’inhibition des axes dépendants de l’activité de p53 par la Pifithrin-α et l’activité SOD du 

MnTBAP permettent de réduire la sénescence endothéliale radio-induite et, dans le cas du 

MnTBAP, de restaurer la respiration mitochondriale dépendante du complexe II. Néanmoins, 

ces traitements ne permettent pas de restaurer complètement toutes les altérations 

moléculaires observées telles que la modulation de l’expression de Bcl-2. La diminution de 

Bcl-2 peut donc avoir un rôle clé potentiellement situé à un stade en amont dans le processus 

de sénescence. Toutefois, des explorations doivent être poursuivies afin de répondre à cette 

question. Les rôles de Bax et de Bcl-xL demandent aussi à être approfondis. Il est enfin 

intéressant de noter que si l’activité de p53 et le statut mitochondrial jouent un rôle clé dans le 

développement de la sénescence endothéliale radio-induite, la question de l’origine de 

« l’altération cellulaire » déclenchant l’ensemble des processus moléculaires impliqués au 

cours de la sénescence ne reste pas entièrement résolue. 
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Figure n°36 : Mesures post-irradiation sur les cellules endothéliales HMVEC-L, de l’expression protéique de Bcl-2, 
Bcl-xL, Bax et Bak en fonction de la dose d’irradiation et du temps, avec ou sans S1P. 

Western-Blot utilisant les anticorps anti-Bcl-2 (ab692, Abcam), anti-Bcl-xL (556361, BD Bioscience), anti-Bax (AD1-AAM-140, Enzo Life Science), 
anti-Bak (556396, BD Bioscience), et anti-Actine (MAB1501, Millipore). 
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Figure n°37 : Effet des traitements chroniques par Pifithrin-αααα et par MnTBAP sur l’expression 
protéique de Bcl-2 des cellules endothéliales HMVEC-L, aux jours 7 et 21 post-irradiation à 15Gy. 

Western-Blot utilisant les anticorps anti-Bcl-2 (ab692, Abcam), et anti-Actine (MAB1501, Millipore). 
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Figure n°38 : Effet des traitements chroniques par Pifithrin-αααα et par MnTBAP sur l’expression 
protéique de SOD2 des cellules endothéliales HMVEC-L, aux jours 7 et 21 post-irradiation à 15Gy. 

Western-Blot utilisant les anticorps anti-SOD2 (ab13533, Abcam), et anti-Actine (MAB1501, Millipore). 
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 DISCUSSION &  PERSPECTIVES 

 

Le développement de la radiothérapie, traitement de référence contre le cancer, est 

limitée par les toxicités aiguës (nécrose) et/ou tardives (fibrose radique, athérosclérose), 

induites aux organes vitaux proches des zones tumorales, (Stewart et al, 2012). Notre équipe a 

précédemment montré que l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales 

microvasculaires quiescentes suite à la génération du sphingolipide Céramide, favorise la 

mort des cellules clonogéniques épithéliales, la destruction des villosités, et la nécrose 

intestinale, (Paris et al, 2001). Cette radiotoxicité aiguë est bloquée par un traitement à la 

sphingosine-1-phosphate (S1P), antagoniste de la voie du Céramide, en inhibant l’apoptose 

des cellules endothéliales, (Bonnaud et al, 2007, 2010). Cependant, la S1P n’agit pas sur la 

réparation des dommages de l’ADN. Des cassures persistent au moins 48-72 heures après 

irradiation et leurs conséquences sur le devenir des cellules irradiées reste inconnue, 

(Bonnaud et al, 2007 ; Lafargue et al, article soumis). Récemment, il a été montré que la 

persistance de ces dommages de l’ADN dans des fibroblastes HCA2 irradiés bloque leur 

prolifération et induit une sénescence radio-induite associée à la sécrétion de nombreux 

facteurs pro-inflammatoires, (Rodier et al, 2009). De manière générale, la sénescence 

cellulaire survient suite à l’érosion des télomères lors du vieillissement (sénescence 

« réplicative ») ou suite à un stress comme l’irradiation (sénescence « prématurée »). Ces 

cellules deviennent larges, et expriment des marqueurs d’arrêt de cycle et des facteurs 

inflammatoires, (Campisi, 2013). La sénescence cellulaire est induite lors de nombreux 

processus pathologiques tels que la fibrose, (Avraham et al, 2010) ou l’athérosclérose, 

(Minamino et al, 2002) ; pathologies fréquemment contractées à long terme après irradiation, 

(Stewart et al, 2012). L’irradiation induit la sénescence de cellules endothéliales 

macrovasculaires, (Oh et al, 2001 ; Igarashi et al, 2007, 2008). Or, très peu d’études montrent 

l’incidence de la sénescence après irradiation dans des modèles de cellules endothéliales 

microvasculaires quiescentes, bien que ces cellules jouent un rôle clé dans le maintien de 

l'homéostasie des tissus sains irradiés, (Ungvari et al, 2013 ; Borovski et al, 2013).  

La S1P en protégeant les cellules endothéliales de l’apoptose radio-induite favorise 

potentiellement la stabilisation de dommages de l’ADN et/ou de leur signalisation, pouvant 

favoriser ainsi le développement de la sénescence prématurée. L’objectif de mes travaux de 

thèse a donc été de mesurer et caractériser la sénescence des cellules endothéliales 

microvasculaires après exposition aux rayonnements ionisants. Nous avons cherché à 
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comprendre les voies moléculaires impliquées, ainsi que les impacts fonctionnels 

vasculaires qui en résultent à long terme. Nous avons alors mesuré l’incidence du 

traitement anti-apoptotique S1P sur cette sénescence microvasculaire, ainsi que sur les 

mécanismes associés.  

 

Dans un premier temps, j’ai mis en place un modèle de cellules endothéliales 

primaires microvasculaires humaines (HMVEC-L) quiescentes à confluence, et j’ai 

caractérisé la sénescence après irradiation. Contrairement aux modèles de cellules 

macrovasculaires (HUVEC, BAEC,…), ce modèle microvasculaire quiescent reflète la 

physiologie vasculaire des tissus sains ciblés lors d’une radiothérapie (Gimbrone et al, 1974). 

Ainsi, des cellules HMVEC-L ont été pré-traitées à la S1P (1µM) ou son diluant (PET), puis, 

irradiées aux rayons X à 0, 1, 5 ou 15 Gy. La sénescence a été ensuite évaluée par différents 

marqueurs (morphologie, SA-β-Galactosidase, p21, p16) à 0, 7, 14, 21, et 28 jours post-

traitement. J’ai ainsi montré l’acquisition d’un phénotype sénescent dès 7 jours, augmentant 

en fonction de la dose et du temps, en corrélation avec l’apparition d’un phénotype 

d’activation (IL-8 et ICAM-1). Par ailleurs, un test fonctionnel de perméabilité à l’aide de 

dextrans fluomarqués sur monocouche endothéliale irradiée en transwell, a montré que la 

sénescence endothéliale radio-induite est associée à une augmentation de la perméabilité 

intercellulaire. Ce résultat est appuyé par la diminution d’expression de la protéine de jonction 

intercellulaire VE-Cadhérine en fonction de la dose et maintenu dans le temps. En somme, ces 

caractères pro-inflammatoires et pro-perméant pourraient être le siège d’altérations tissulaires 

telles qu’observées lors pathologies radio-induites.  

 

Bien que les cellules irradiées et traitées par S1P aient plus de dommages de l’ADN 

résiduels sur les premiers jours post-irradiation, nous n’avons pas pu montrer une 

accentuation du niveau de sénescence, ni de l’activation, ni du défaut de fonction. Ces 

résultats, en contradiction avec ceux de Rodier et coll, (Rodier et al, 2009), ont été confirmés 

par la non-persistance de l’activation des voies de réponses aux cassures de l’ADN, (dont 

ATM, γH2AX, DNA-PKcs, Ku70/80, ATR, et Chk1/2), quelle que soit la dose et tout au long 

de l’expérience. En effet, bien que ces facteurs soient activés en réponse aux dommages dès 

les premières minutes, aucun d’entre eux ne reste activé à long terme. Autrement dit, les 

cassures de l’ADN radio-induites sont réparées et leur signalisation n’a pas d’influence sur le 

niveau de sénescence. De plus, l’inhibition chronique post-irradiation d’ATM par le 

KU55933, ne réduit pas ici le niveau de sénescence, mais au contraire, l’augmente. Cette 
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augmentation pourrait indiquer que l’inhibition chronique d’ATM favorise la stabilisation de 

cassures endogènes, et une entrée en sénescence médiée par ces dommages additionnels.  

 

Cependant, nous observons une stabilisation de la protéine p53 de façon dépendante 

de la dose et persistante dans le temps dans notre modèle. Le même profil est observé pour 

Mdm2 dont l'expression dépend de p53 et dont le rôle consiste à induire la dégradation de ce 

dernier. 

Nous avons pu alors montrer à l’aide d’un traitement chronique à la Pifithrin-α, que 

l’inhibition, au moins partielle, de l’activité de p53 permet de réduire le niveau de 

sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite. 

 

Comme nous l’énoncions en introduction, le stress oxydant est induit par l’irradiation. 

S’il est connu pour être une cause de dommages cellulaires et pour induire la sénescence, il 

est aussi une conséquence de la sénescence, notamment dans le cas où elle est associée à une 

dysfonction mitochondriale, ou à une dérégulation de l’expression des facteurs anti-oxydants. 

Dans notre modèle, nous avons effectivement pu observer une augmentation du taux d’ions 

superoxide mitochondriaux, une augmentation de la masse mitochondriale, et une altération 

de la respiration mitochondriale dépendante du complexe II. De plus, nous avons observé que 

l’expression de protéines de régulation endogène du stress oxydant (SOD2 (ou MnSOD), 

GPX1) est augmentée dès J7 de façon dépendante de la dose et persistante dans le temps. Si le 

taux augmenté et persistant d’ions superoxide mitochondriaux peut indiquer une dysfonction 

d’origine mitochondriale, la surexpression de ces facteurs endogènes indique potentiellement 

une incapacité à y répondre de façon efficace et définitive.  

Nous avons pu alors montrer à l’aide d’un traitement chronique au MnTBAP, une 

porphyrine SOD-mimétique à manganèse, que l’accentuation de l’activité anti-oxydante 

SOD permet de réduire le niveau de sénescence endothéliale microvasculaire radio-

induite de façon importante. Cette donnée est intéressante dans la mesure où plusieurs 

travaux ont précédemment montré que le traitement par surexpression de SOD2 in vivo 

permet de contrecarrer le développement de lésions tissulaires tardives radio-induites, 

(Epperly et al, 1998, 2002, 2008). 

 

De façon intéressante, rappelons que p53 est un facteur de transcription dont les cibles 

comprennent SOD2, (activation ou répression) et GPX1, (activation). D’ailleurs, la Catalase 

qui n’est pas modulée dans notre modèle ne figure pas parmi les cibles de p53, (Perwez-
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Hussain et al, 2004 ; Pani et al, 2011). Si le lien direct reste à être clairement démontré dans 

notre modèle, nous pouvons émettre l’hypothèse que notre modèle de sénescence endothéliale 

radio-induite passe par un stress oxydant chronique, où le maintien à long terme de la réponse 

anti-oxydante se fait, au moins en partie, sous le contrôle de l’activité de p53, (Liu, Xu, 2011). 

En effet, le traitement à la Pifithrin-α  permet d’augmenter l’expression de SOD2, tandis que 

le traitement au MnTBAP permet de réduire partiellement l’expression de p53. Ainsi, le stress 

oxydant mitochondrial pourrait être régulé via p53 par une régulation des cibles anti-

oxydantes, et pourrait être réduit directement par le MnTBAP, réduisant ainsi la stimulation 

consécutive de l’axe p53. En conséquence, dans notre modèle, ceci positionnerait le stress 

oxydant mitochondrial en amont de p53, et positionnerait SOD2 en soupape intermédiaire, 

(Figure n°39). De plus, l’utilisation du MnTBAP, et non de la Pifithrin-α, a permis 

d’améliorer la respiration mitochondriale dépendante du complexe II, suggérant ainsi que la 

réduction du stress oxydant mitochondrial permet de rétablir les fonctions mitochondriales, et 

indique à nouveau que l’action de p53 se situe en aval de la dysfonction mitochondriale. Dans 

notre modèle, des mesures de production de superoxides mitochondriaux lors d’un traitement 

par Pifithrin-α ou MnTBAP pourraient permettre de répondre à cette question. 

 

Figure n°39 : Proposition de modèle n°1. 
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Enfin, nos différents résultats montrent que le traitement par S1P, bien que permettant 

la persistance de dommages de l’ADN résiduels sur quelques jours, n’a pas davantage 

d’impact sur l’apparition de la sénescence, ni sur l’activation, ni sur l’ensemble des facteurs 

moléculaires étudiés. En inhibant l’apoptose précoce dépendante de la voie du Céramide, la 

S1P semble donc être un bon candidat pour traiter la radiotoxicité aiguë sans modifier la 

radiotoxicité tardive. Ceci permet également de mettre en évidence que si l’apoptose radio-

induite des cellules endothéliales est dépendante de la voie du Céramide et indépendante de 

p53, p53 tient un rôle majeur ultérieurement dans la sénescence, dissociant ainsi les voies 

d’apoptose et de sénescence après irradiation. 

 

Ainsi, nous avons pu déterminer que la sénescence radio-induite des cellules 

endothéliales microvasculaires quiescentes implique, de façon originale, non pas la 

persistance de la signalisation des dommages de l’ADN, mais un stress oxydant 

mitochondrial chronique et l’activité maintenue de p53. Nous avons aussi pu montrer 

qu’un prétraitement à la S1P n’accentue pas ce phénotype, ni les modulations 

moléculaires qui y sont associées, (Lafargue et al, article soumis). 

 

* 

 

Cependant, ici nous ne répondons pas à la question de l’origine du stress oxydant 

mitochondrial persistant après irradiation. De façon intéressante, il a été montré récemment, 

dans un modèle cellulaire de carcinome pulmonaire, que l’induction du stress oxydant dans 

différents compartiments provoque des devenirs cellulaires différents. Ainsi, le traitement par 

H2O2 exogène à forte dose provoque des dommages de l’ADN et la mort cellulaire, tandis que 

le traitement à dose moyenne ou l’induction modérée d’O2
•-/H2O2 spécifiquement à la 

mitochondrie par inhibition du complexe III (Antimycine A), provoque l’entrée en 

sénescence, sans générer de dommages de l’ADN, (Panieri et al, 2013). Notre modèle 

concorde avec ce profil, mais le mécanisme de l’origine d’induction et du maintien du stress 

oxydant mitochondrial reste à être éclairci. On peut supposer que la régulation de l’expression 

de certains facteurs soit régie par des altérations/contraintes génomiques nucléaires et/ou 

mitochondriales, ou encore des altérations/contraintes épigénomiques, initiées après 

l’irradiation puis persistantes. De plus, le stress oxydant chronique induit par la suite pourrait 

à son tour altérer l’ADN, et ainsi renforcer et maintenir ces altérations/contraintes. 
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D’une part, si l’irradiation entraîne une première vague de dommages et de stress 

oxydant, les mitochondries endommagées pourraient être responsables d’une seconde vague 

de stress oxydant chronique. Rappelons que les protéines des complexes de la chaîne 

respiratoire sont codées par le génome nucléaire et/ou mitochondrial, et que l’irradiation peut 

induire des altérations de l’ADN dans ces deux compartiments. Un défaut d’activité des 

complexes I, II, et III, après irradiation, conduit à un maintien d’un stress oxydant et/ou une 

altération du métabolisme pouvant perdurer dans le temps, (Pearce et al, 2001 ; Dayal et 

al, 2009 ; Barjaktarovic et al, 2011 ; Azzam et al, 2012 ; Kam, Banati, 2013). Les cellules 

ρ(0), dépourvue d’ADN mitochondrial et donc de chaîne respiratoire complète, sont plus 

résistante au stress oxydant mais sont cependant capables de produire davantage de SOD2, 

dont la surexpression confère une radio-protection dans de nombreux modèles, (Epperly et al, 

1998, 2002, 2008 ; Park et al, en 2004 ; Kam, Banati, 2013). Il a été montré que la stimulation 

de la génération de superoxide suite à une altération spécifique de la chaîne respiratoire 

mitochondriale par traitement à la Roténone (inhibiteur du complexe I) ou par Antimycine A 

(inhiteur de complexe III), provoque une augmentation de l’expression de p53, et une 

sénescence dépendante de p53 dans des cellules HCT116, (Behrend et al, 2005). Egalement, 

rappelons que des altérations de l’expression et de l’activité des complexes I, II, III, IV ont été 

retrouvés dans certains modèles in vitro et in vivo de sénescence endothéliale réplicative, (Xin 

et al, 2003 ; Ungvari et al, 2008 ; Onouchi et al, 2012 ; Velarde et al, 2012 ; Koziel et al, 

2013). Dans notre modèle de sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite, nous 

avons pu identifier une altération de la respiration mitochondriale liée à l’activité du complexe 

II. Cette dysfonction peut participer au stress oxydant mitochondrial, ou en être la 

conséquence, et s’avère être réversible en présence d’anti-oxydant MnTBAP. 

 

D’autre part, le stress oxydant et la stabilisation de p53 peuvent aussi être liés à la 

persistance d’un dysfonctionnement des voies mitochondriales pro/anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2, (Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak). p53 est connu pour avoir un rôle important dans leur 

répression/activation. Il a été montré que la surexpression de Bcl-2 peut permettre de bloquer 

l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales notamment en inhibant l’accumulation de 

p53, (Kumar et al, 2007). A contrario, il est donc possible qu’une inhibition de l’expression 

de Bcl-2 favorise l’accumulation de p53. De plus, rappelons que Bcl-2 peut être inhibé par 

p53, et a des propriétés anti-oxydantes en localisant le glutathion à la mitochondrie 

(Zimmerman et al, 2007). Il a aussi été montré que la sous-expression de Bcl-2 dans les 
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cellules endothéliales macrovasculaires en sénescence réplicative est associée à un important 

stress oxydant mitochondrial, (Uraoka et al, 2011). Nous avons pu observer le même profil 

dans notre modèle, sans pour autant établir un lien direct avec le développement de la 

sénescence. En effet, ni l’inhibition de l’activité de p53 sous Pifithrin-α, ni le SOD-mimétique 

MnTBAP, n’ont permis de ré-augmenter l’expression de Bcl-2 bien que nous soyons en 

mesure de réduire la sénescence. Il se peut toutefois que la Pifithrin-α ou le MnTBAP 

agissent à un niveau intermédiaire du mécanisme moléculaire de la sénescence endothéliale 

radio-induite, et que Bcl-2 occupe un rôle alternatif, ou en amont dans la signalisation.  

 

En somme, nous avons pu observer que si l’utilisation chronique d’agents 

pharmacologiques Pifithrin-α ou MnTBAP, permet de réduire, au moins partiellement, la 

sénescence endothéliale radio-induite, ils ne permettent pas de rétablir complètement 

l’ensemble des modulations moléculaires observées, (cas de p53, Bcl-2, SOD2, et 

potentiellement le SASP). Ces observations montrent alors que la sénescence endothéliale 

microvasculaire radio-induite repose sur plusieurs « pivots », dont p53 et le stress oxydant 

mitochondrial, et qu’inhiber un d’entre eux suffit à réduire le phénotype. Cependant, dans la 

mesure où l’inhibition de la sénescence ne permet pas de résoudre toutes les modulations 

moléculaires, ceci soulève la question de l’origine de leur pérennité, et laisse aussi entrevoir 

un autre niveau de régulation des modulations associées à la sénescence situé en amont. 

 

Il est alors intéressant de noter que l’activation de p53 sous irradiation peut adopter 

différentes dynamiques, et donner lieu à un devenir cellulaire différent. Cette réponse peut 

dépendre du stress inducteur et/ou du type cellulaire et/ou de son statut dans le cycle 

cellulaire. Ceci pourrait notamment être important concernant des cellules à faible 

renouvellement : autrement dit, afin d’échapper à une instabilité génomique, on peut supposer 

qu’une cellule qui peut être renouvelée entrera en apoptose, tandis qu’une cellule à faible 

renouvelement, c’est le cas de l’endothélium, entrera en sénescence afin, avant tout, de 

préserver les fonctions vasculaires et l’intégrité du tissu. Ce qui orientera l’activité de p53 

dans un sens ou dans l’autre est ici à déterminer. 

En ce sens, il  a été montré que l’irradiation par UV-B de MEF proficientes pour p53 

entraîne leur mort par apoptose, tandis que les cellules exprimant une forme de p53 inactive 

pour l’activation des voies d’apoptose, entrent en sénescence. Ces cellules conservent leurs 

capacités d’arrêt de cycle et de réparation des dommages de l’ADN, (Tavana et al, 2010). Il a 
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également été mis en évidence une différence de réponse entre un traitement par inhibiteur de 

Topoisomérase ou par irradiation dans certaines lignées cellulaires de cancer du sein. Si les 

deux induisent des dommages de l’ADN, seul le premier est capable d’induire la mort 

cellulaire, alors que le second induit la sénescence. Dans les deux cas, il y a activation de p53 

et translocation de ce dernier à la mitochondrie. Dans les deux cas également, il y a activation 

des protéines p21, Bax et Puma. L’addition de p53 sauvage lors d’un traitement par 

irradiation permet d’induire l’apoptose. Ceci permet de conclure que la translocation de p53 à 

la mitochondrie ne constitue pas en soit une activation de la mort cellulaire. Cela permet aussi 

de conclure que selon le stress inducteur, même si la cible est identique (ici, l’ADN), mais 

aussi potentiellement selon le niveau ou le format d’expression de p53, les réponses 

cellulaires sont adaptées et différentes, (Essmann et al, 2005).  

Les travaux récents de Purvis et coll, ont quant à eux montré que la dynamique 

d’expression de p53 conditionne le devenir cellulaire sous un stress radio-induit. Si l’activité 

de p53 est impliquée lors des devenirs transitoires tels que l’arrêt de cycle et la réparation des 

dommages de l’ADN, elle est aussi impliquée dans les devenirs terminaux tels que l’apoptose 

et la sénescence. Si l’activation sous une dynamique « pulsatile » de p53 (oscillation) 

provoque l’activation des gènes associés aux devenirs transitoires, l’activation sous une 

dynamique « soutenue » de p53 provoque l’activation des gènes associés aux devenirs 

terminaux. De façon intéressante, dans ce modèle (MCF-7) sous irradiation γ, ni la dynamique 

pulsée de p53 (1 irradiation γ), ni la dynamique soutenue de façon artificielle (1 irradiation γ + 

traitement par Nutlin-3 contrôlé) n’induisent l’apoptose, contrairement à une irradiation UV, 

qui provoque directement une dynamique soutenue de p53 mais des cibles différentes. Ceci 

indiquant les différences d’impacts et de cibles selon le stress radio-induit, (Purvis et al, 

2012). Ces données sont appuyées par des travaux précédents montrant que l’irradiation γ 

permet une augmentation supérieure et plus précoce de l’expression de p21 comparée aux 

UV. Les deux formes d’irradiation n’ont pas de différence dans la dégradation par le 

protéasome, ou sur la qualité de liaison sur le promoteur de p21, ou de PUMA, une autre cible 

de p53. En revanche, p53 est retenu plus longtemps sur le promoteur de p21 sous irradiation γ. 

Ceci dépendant notamment d’une augmentation de l’acétylation des histones H4 sur le 

promoteur de p21 lors d’une irradiation γ, (Hill et al, 2008). 

Dans le cas de l’irradiation γ, la dynamique pulsée de p53 favorise l’arrêt de cycle et la reprise 

de la croissance, alors que la dynamique soutenue favorise l’entrée en sénescence. Par 

exemple, 1 jour après irradiation γ à 2,5Gy, <10% des cellules seront sénescentes en 

dynamique pulsée, contre ~50% pour la dynamique soutenue. De même, 3 jours sont 
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nécéssaires lors d’une dynamique pulsée alors qu’1 jour est nécéssaire lors d’une dynamique 

soutenue, pour obtenir une sénescence équivalente sous 10Gy. Ainsi, la dynamique pulsée 

requiert une dose supérieure pour l’entrée en sénescence comparée à la dynamique soutenue, 

indiquant que ce n’est pas la quantité de dommages induits mais la dynamique de p53 qui 

conditionne l’induction de la sénescence. Par ailleurs, l’expression de p53 est plus importante 

sous une dynamique soutenue que sous une dynamique pulsée, or, pour une même quantité 

d’expression de p53 dans chaque dynamique, la dynamique soutenue favorisera toujours 

davantage et plus précocément ses cibles que la dynamique pulsée, confirmant ici que c’est 

bien le format de la dynamique qui importe, (Purvis et al, 2012, 2013).  

En ce sens, selon les modèles cellulaires, la sénescence radio-induite dépendante de 

l’expression de p53 pourrait dépendre soit du passage d’une dynamique pulsée à une 

dynamique soutenue, soit d’une dynamique pulsée de longue durée en fonction de la dose, 

(l’augmentation de la dose ne modifiant ni la fréquence, ni l’amplitude des pulsations), que 

nous pourrions définir « sustained-like ». Dans les deux cas, elles permettraient 

l’accumulation de cibles nécessaires à l’arrêt en sénescence telles que p21.  

Cependant, l’évenement en amont permettant ce choix d’expression de p53 reste à déterminer. 

Il pourrait s’agir d’une persistance de dommages de l’ADN, ou encore d’une modification de 

la « qualité » des dommages ou du génome globalement. De telles altérations sont 

susceptibles de provenir d’une réorganisation de la chromatine suite à des modifications 

épigénomiques maintenues au long cours.  

L’hypothèse des modifications épigénomiques est intéressante dans notre modèle dans 

la mesure où, contrairement aux travaux de Purvis et coll, nous sommes à des temps 

expérimentaux très tardifs et où nous ne détectons pas de persistance de la signalisation des 

dommages de l’ADN. Ici, les deux formes, le maintien de pulsations de l’expression de p53 

ou la contraction d’une dynamique soutenue, peuvent être envisagées. Leur induction pourrait 

éventuellement dépendre de l’irradiation elle-même et de son effet direct sur la chromatine, 

et/ou du stress oxydant mitochondrial subséquent persistant qui peut à son tour agir sur 

l’équilibre de la chromatine. De plus, il est à noter que si ce mécanisme d’induction est 

valable pour p53, il est tout autant enviseagable pour d’autres facteurs modulés au cours de la 

sénescence radio-induite. Il serait alors intéressant de questionner la dynamique d’expression 

des facteurs susceptibles d’être responsables du maintien du stress oxydant mitochondrial. 

 

Par ailleurs, l’hypothèse de la persistance de contraintes épigénomiques est appuyée 

par le fait que l’irradiation induit des modifications de l’organisation de la chromatine 
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pouvant perdurer dans le temps, notamment par une régulation de l’acétylation des histones et 

une régulation de la méthylation des histones et de l’ADN. Les mécanismes exacts n’ont pas 

été encore clairement étudiés. Il apparaît globalement qu’après irradiation, l’ADN est 

hypométhylé, (potentiellement via une réduction de l’expression des méthyltransférase de 

l’ADN), ce qui est en faveur d’une relaxation de la chromatine. Concernant les histones, ils 

apparaissent globalement hypométhylés et acétylés, ce qui est en faveur d’une relaxation, 

hormis sur les sites de cassures où, à l’inverse, il y a une méthylation et une désacétylation, en 

faveur d’une condensation, (Ilnytskyy et al, 2011). Cependant peu de données existent 

concernant les relations entre modifications épigénétiques radio-induites et sénescence radio-

induite chez les cellules endothéliales en particulier.  

Ce type de modifications de l’organisation de la chromatine est observé au cours de la 

sénescence cellulaire, et semble dépendre du modèle d’étude. Il apparaît une redistribution de 

l’hétérochromatine, comprenant une réduction globale de l’hétérochromatine, en faveur d’une 

relaxation, mais aussi cependant la relocalisation de l’hétérochromatine, notamment au niveau 

des SAHF sur des sites spécifiques dont les sites dépendants d’E2F, (Narita et al, 2003, 2007 ; 

Tsurumi, Li, 2011 ; Rai, Adams, 2011). De plus, si les dommages de l’ADN persistants ont 

été montrés pour être accumulés au cours du vieillissement et au cours de la sénescence radio-

induite, (Rodier et al, 2009, 2011), il a récemment été mis en avant dans un modèle de 

cellules souches de follicule capillaire, que la persistance de foyers positifs pour 53BP1 lors 

du vieillissement ou après irradiation, ne sont, dans ce cas, pas des foyers persistants de 

dommages de l’ADN à proprement parler, mais représentent en fait des foyers persistants 

d’hétérochromatine suite à une réorganisation de la chomatine, (Shuler, Rübe, 2013).  

Il est à noter que le stress oxydant est susceptible de modifier l’organisation de la 

chromatine notamment via la régulation de l’expression/activité des facteurs d’acétylation et 

de méthylation, (Weitzman et al, 1994 ; Rahman et al, 2004). Ces modifications sont aussi 

retrouvées in vivo au sein de pathologies impliquant le stress oxydant, dont des pathologies 

vasculaires. Le stress oxydant, s’il favorise aussi les dommages de l’ADN et l’apparition de 

foyers, favorise aussi la relaxation de la chromatine et l’expression de certains gènes, dont en 

particulier l’expression de facteurs liés à la réponse inflammatoire chronique, (Rexhaj et al, 

2011 ; Sundar et al, 2012 ; Feng et al, 2012). 

Une étude récente a par ailleurs montré sur un modèle de fibroblastes sénescents un 

profil conditionnel des modifications épigénétiques selon le gène. Dans cette étude, l’ADN est 

globalement hypoacétylé et méthylé, ce qui est plutôt en faveur d’une condensation, sauf sur 

certains gènes tels que Bcl-2, qui est surexprimé dans leur cas, et confère aux cellules une 
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résistance à l’apoptose induite sous une forte dose d’H2O2, (Sanders et al, 2013). Il a aussi été 

montré que des fibroblastes sénescents après réplication ou après stress oxydant par H2O2, ont 

une expression augmentée de p66shc, un facteur pro-oxydant ciblant la mitochondrie et 

pouvant être régulé par p53. L’analyse épigénétique montre que l’ADN du promoteur du gène 

de p66shc est hypométhylé, et que les histones du promoteur et du gène sont acétylés et 

hypométhylés. Les sites modifiés ne sont pas strictement identiques selon le format de 

sénescence mais conduisent tous deux à une relaxation et une expression du gène maintenue 

dans le temps, pouvant ainsi contribuer au maintien d’un stress oxydant mitochondrial, 

(Zhang et al, 2010). De plus, l’acétylation de la chromatine sous stress oxydant ou l’inhibition 

d’HDAC par Trichostatine A seule peut engendrer une surexpression de facteurs 

inflammatoires tels que l’IL-8, (Rahman et al, 2002, 2004). Ceci pouvant expliquer la 

contraction du SASP. De façon intéressante, il a récemment été observé que l’inhibition 

d’HDAC (par Trichostatine A, Butyrate de Sodium) provoque un remodelage de la 

chromatine induisant la sénescence cellulaire en absence de cassures de l’ADN, (Place et al, 

2005 ; Pospelova et al, 2009), ainsi que l’induction de certains facteurs du SASP, (Pazzoli et 

al, 2012).  

Les altérations épigénomiques sont retrouvées au cours de pathologies vasculaires et 

de la sénescence endothéliale induites par un stress oxydant chronique. En effet, de façon 

intéressante, il a été décrit à de multiples reprises une restriction de SIRT1 (HDAC 

dépendante du NAD, Hwang et al, 2013), lors de la sénescence endothéliale réplicative et lors 

de la sénescence endothéliale accélérée sous irradiation ou stress oxydant, (Ota et al, 2007 ; 

Panganiban et al, 2013). La surexpression de SIRT1, prévient la sénescence endothéliale 

induite par H2O2, (Ota et al, 2007). SIRT1 est réduit in vivo au sein des vaisseaux agés et des 

vaisseaux athérosclérotiques. Un traitement par Resveratrol, qui active SIRT1 et est anti-

oxydant, permet de réduire la sénescence endothéliale sous stress oxydant, (Ota et al, 2007, 

2010 ; Kao et al, 2010 ; Tang et al, 2012), et permet aussi de réduire la sénescence radio-

induite dans d’autres modèles cellulaires, (Hong et al, 2012). Egalement, le Resveratrol, et le 

Ex527, qui est spécifique de SIRT1, permettent de réduire des lésions radio-induites de la 

moelle osseuse à moyen/long terme, (Zhang et al, 2013). La sénescence induite par traitement 

hyperglycémique sur des cellules endothéliales microvasculaires est associée à un stress 

oxydant, mais aussi à une réduction de l’expression de SIRT1 et à une augmentation de 

l’expression de l’HAT p300. Le traitement par Resveratrol ou par inhibition de p300 permet 

de rétablir ces paramètres, et de réduire la sénescence, (Mortuza et al, 2013).  
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Par ailleurs, SIRT1 est connu pour avoir un rôle de désacétylation et d’inactivation de la 

protéine p53, (Luo et al, 2001). En réciproque, p53 actif est capable de réguler négativement 

l’expression de SIRT1, (Nemoto et al, 2004). SIRT1 favorise la longévité, et les souris 

déficientes pour SIRT1 présentent des défauts de développement et présentent une 

hyperacétylation de p53. L’utilisation de Trichostatine A augmente également l’acétylation de 

p53. Les thymocytes de ces souris montrent une hypersensibilité aux radiations, (Cheng et al, 

2003). Egalement, l’irradiation UV de fibroblastes du derme est associée à une augmentation 

de MMP1 participant au photo-vieillissement de la peau. Ces fibroblastes irradiés montrent 

aussi une activation de p53, une augmentation de l’acétylation des histones H3, une réduction 

globale de l’activité HDAC, et une augmentation globale de l’activité HAT. L’utilisation 

d’Acide Anacardique (inhibiteur d’HAT) reverse l’ensemble de ces paramètres, ainsi que 

l’expression de MMP1, en réduisant la présence de p53, de p300, et de H3 acétylés au niveau 

du promoteur de MMP1, (Kim et al, 2009). 

 

Par conséquent, dans notre modèle, l’ensemble de ces observations indiquent que la 

sénescence endothéliale microvasculaire induite par irradiation pourrait être conditionnée par 

une modification de l’organisation de la chromatine et un stress oxydant, contribuant ainsi à 

maintenir ou réprimer certains facteurs comme p53. Il est possible aussi qu’au moment de 

l’irradiation des cellules endothéliales microvasculaires non proliférantes, l’activation de p53 

lors de la signalisation des dommages de l’ADN, induise une répression de facteurs de 

déacétylation comme SIRT1. Ce type de régulation pourrait ensuite favoriser un maintien des 

modifications de la chromatine et favoriser l’expression de facteurs de réponse au stress dont 

les facteurs pro-inflammatoires et les facteurs liés au stress oxydant mitochondrial. De plus, 

dans la mesure où le développement de la sénescence est associé à l’installation d’un stress 

oxydant mitochondrial chronique, ce stress oxydant peut agir à son tour sur le maintien des 

modifications de l’organisation de la chromatine et des signaux de stress, et provoquer ainsi 

un maintien à long terme des modulations d’expression des facteurs clés de la sénescence. 

 

Ainsi, on peut favorablement supposer que notre phénotype de sénescence 

endothéliale microvasculaire radio-induite soit régi par une altération cellulaire globale 

persistante. Un remodelage de la chromatine nucléaire et/ou une altération 

mitochondriale, contribuant au dysfonctionnement et au stress oxydant mitochondrial 

subséquent, pourraient en être le siège, et pourraient s’auto-entretenir, (Figure n°40).  
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Les prochaines recherches devront donc être orientées dans ce sens : analyser 

l’acétylation et la méthylation globale de la chromatine ou spécifiquement sur les gènes des 

cibles d’intérêt ; analyser l’expression et l’activité des HAT, des HDAC, des 

méthyltransférases, et des déméthylases ; étudier la présence de dommages sur le génome 

mitochondrial. L’importance de chacun de ces paramètres dans notre modèle pourra être 

mesurée via, par exemple, l’utilisation de traitements chroniques d’Acide Anacardique, 

(inhibiteur d’HAT), de Trichostatine A (inhibiteur d’HDAC), de Resveratrol (polyphénol 

activateur de SIRT1), de Roténone (inhibiteur du complexe I), de TTFA (pour 

Figure n°40 : Proposition de modèle n°2. 
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Thenoyltrifluoroacetone, inhibiteur du complexe II), ou d’Antimycine A, (inhibiteur du 

complexe III). Sous ces divers traitements, les mesures quantitatives de sénescence, de 

production de superoxides mitochondriaux, de respiration mitochondriale, et d’expression 

protéique notamment de p53, p21, SOD2 et Bcl-2, permettront de savoir si ces paramètres 

sont effectivement dérégulés de façon chronique, et s’ils sont effectivement à l’origine de 

l’arrêt en sénescence et des caractères associés. Egalement, il est intéressant de passer par des 

traitements exogènes dans la mesure où il s’agit, à terme, de cibler pharmacologiquement la 

sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite et ses effets in vivo.  

 

* 

 

Sur le plan physiologique, si la sénescence endothéliale est un fait avéré in vitro et in 

vivo, l’impact sur les tissus de la sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite 

précisément reste difficile à confirmer in vivo, en partie du fait d’un contrôle difficile de la 

chronologie d’apparition des lésions tardives.  

Certains résultats ont montré que la sénescence radio-induite des HUVEC favorise 

l’adhésion des EPC, pouvant ainsi potentiellement favoriser le homing des EPC et la 

néovascularisation, (Sermsathanasawadi et al, 2009). Les cellules endothéliales 

microvasculaires irradiées présentent également un phénotype sécrétoire pro-inflammatoire 

(SASP) maintenu à long terme, (Ungvari et al, 2013), observation que nous avons pu 

également constater et associer à une perte de la cohésion inter-cellulaire et une augmentation 

de la perméabilité de la monocouche endothéliale. 

L’ensemble de ces dysfonctions pourrait donc participer in vivo à la contraction de 

lésions tissulaires tardives après radiothérapie. 

 

Afin de pouvoir conclure quant à l’impact direct de la sénescence endothéliale 

microvasculaire radio-induite sur les effets secondaires tardifs de la radiothérapie, les facteurs 

moléculaires clés mis en évidence in vitro doivent être recherchés dans des modèles 

caractéristiques in vivo. En particulier, deux modèles de pathologies radio-induites tardives, 

où la réponse du réseau microvasculaire tient un rôle important, peuvent être proposées : la 

fibrose intestinale et la fibrose pulmonaire. En effet, le traitement par radiothérapie des 

tumeurs abdomino-pelviennes est limitée par la dose délivrée à l’intestin et les effets 

secondaires induits, qui sont en partie caractérisés par des dommages sur le réseau 

microvasculaire. De même, l’irradiation des tumeurs thoraciques est limitée par la dose 
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délivrée aux tissus pulmonaires et cardiovasculaires alentours, (Stewart et al, 2012). La 

fibrose intestinale chez une souris irradiée en loco-régional sur une anse intestinale 

extériorisée par chirurgie, se marque dès 14 jours post-irradiation à 19Gy (Abderrahmani et 

al, 2009). La fibrose pulmonaire chez la souris s’étudie après 120 jours suite à une irradiation 

thoracique à 20Gy avec une protection de la tête, du cou, et de la zone sous-diaphragme, 

(Epperly et al, 1999, 2004). 

Les zones de fibrose et les lésions tissulaires intestinales sont détectées par analyse 

histologique via coloration Hematoxyline/Eosine et coloration au rouge Sirius ou au 

Trichrome de Masson, (marquage des zones fibrotiques, dont notamment les fibres de 

collagène). 

Si le contrôle de la chronologie des évènements est une première difficulté majeure in vivo, le 

contrôle de la localisation de l’irradiation en est une seconde. Classiquement, l’irradiation du 

petit animal est effectuée sur corps entier, sur une partie du corps à l’aide de protections par 

lames de plomb, ou encore, sur un organe mis à jour après chirurgie, comme exposé ci-avant 

avec l’anse intestinale du grêle. Autant de pratiques qui peuvent potentiellement conférer un 

biais dans l’interprétation des résultats car éloignés des procédés médicaux, ou, car imposant 

un risque important dans la survie et l’état de santé de l’animal, notamment dans le cas de la 

chirurgie. Pour palier à ces contraintes, de nouveaux accélérateurs ont été mis au point au 

cours de ces dernières années. Depuis peu, notre laboratoire s’est équipé d’un irradiateur 

dédié au petit animal, le X-Rad (Model XRad225Cx, Precision X-Ray Inc. North Branford 

CT). A l’image d’un irradiateur conventionnel dédié aux patients, cet équipement permet 

d’améliorer la balistique d’irradiation en utilisant des faisceaux pouvant cibler une zone de 

minimum 1mm (2,5mm pour l’X-Rad de Nantes) de diamètre, à maximum 10cm de côté pour 

un faisceau carré. Il permet également un contrôle précis de la zone d’irradiation à l’aide 

d’une assistance par scanner. L’intensité et la dose d’irradiation est mieux contrôlée et se 

rapproche davantage de celle des irradiateurs médicaux. Ce type d’irradiateur permet ainsi de 

délimiter précisément la zone d’irradiation et évite la lourde étape de la chirurgie pré-

irradiation. Il serait donc très intéressant d’utilisation, notamment dans le cas d’une fibrose 

radique pulmonaire où il permettrait par exemple de cibler un lobe pulmonaire sur les deux, 

voire une portion de lobe. Le second lobe pouvant être alors potentiellement utilisé comme un 

contrôle interne si exclu du champ d’irradiation. Ainsi, nous pourrions observer l’évolution de 

la fibrose au cours du temps depuis le foyer d’irradiation, mais aussi voir s’il y a une étendue 

vers les zones moins exposées voire non-exposées. Nous pourrions alors mesurer également la 

sénescence cellulaire au sein de la fibrose et détecter la présence de sénescence endothéliale. 
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La détection de la sénescence endothéliale peut se faire notamment par double 

marquage histologique CD31 et p21, en association ou non avec un marquage de la SA-β-

Galactosidase. Cependant, ces marquages sur tissu fibrotique ne sont pas toujours 

suffisamment fins pour discriminer les sous-structures tissulaires. Ainsi, l’utilisation de 

nouveaux modèles murins en cours de mise au point par le groupe de Campisi peuvent 

permettre d’améliorer le procédé. La caractéristique de ces modèles transgéniques est de 

posséder un promoteur de p21 ou p16 associé à un fluorochrome permettant ainsi de 

distinguer, à long terme post-irradiation, les cellules en sénescence. Un couplage avec un 

promoteur spécifique du type cellulaire peut également être effectué, notamment via le CD31 

pour détecter les cellules endothéliales sous un second fluorochrome. Seulement, les protéines 

p21 et p16 ne sont bien entendu pas induites qu’au cours de la sénescence et sont aussi 

induites notamment au cours d’un arrêt de cycle précédant une mort cellulaire. Les souris 

auront alors également ce type de promoteur avec la Caspase 3 afin de distinguer les cellules 

en voie de mort, des cellules sénescentes. Ainsi, l’utilisation de ce type de modèle permettra 

un meilleur suivi chronologique de la sénescence et une meilleure discrimination inter-type 

cellulaire. Ce modèle pourrait par ailleurs être utilisé afin de valider les effets radioprotecteurs 

aigus de la S1P, de confirmer la dissociation entre le mécanisme de mort cellulaire et la 

sénescence radio-induite des microvaisseaux, et de confirmer l’absence d’effets à long terme 

de la S1P sur la radiotoxicité tardive. 

Aussi, ce modèle permettrait de valider in vivo les voies moléculaires impliquées dans 

la sénescence endothéliale microvasculaire radio-induite par marquage avec les cibles 

d’intérêts déterminées (ou suggérées) in vitro (p53, SOD2, complexe II mitochondrial, Bcl-2, 

HDAC, HAT…). Il permettrait également de voir l’impact de leur restriction/activation forcée 

sur le niveau de sénescence et/ou sur les lésions radio-induites tardives. Il serait possible 

d’utiliser un sytème Cre-Lox afin de faire exprimer ou réprimer, de façon inductible post-

irradiation puis chronique, une de ces cibles uniquement dans les cellules endothéliales ; par 

exemple, par l’expression de la Cre-recombinase sous la dépendance d’un promoteur de 

CD31 inductible par un agent exogène administré par injection ou voie orale. En effet, il est 

préférable de ne pas passer par des souris classique KO dans la mesure où il s’agit pour la 

plupart de cibles essentielles au bon développement de l’organisme, ou encore qui sont 

nécéssaires lors de la réponse aiguë aux rayonnements ionisants. Il s’agit aussi de contrôler le 

niveau de restriction/activation de ces cibles afin de retomber à un niveau basal, et d’éviter 

une extinction totale ou une surexpression trop importante, qui pourraient être néfastes, (cas 

de p53 par exemple). En ce sens, il serait intéressant de voir si une régulation d’un des 
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facteurs clé de la sénescence est spécifique des microvaisseaux, et si sa régulation on/off hors 

irradiation suffit à engendrer la sénescence et les lésions tissulaires tels qu’observés après 

irradiation. S’il est peu probable que seule la sénescence microvasculaire suffit à provoquer 

complètement une lésion de type radio-induite, cette démarche peut néanmoins permettre 

d’identifier à quelle phase et sur quels paramètres du processus de développement de la lésion 

joue la sénescence microvasculaire. Enfin, des agents pharmacologiques d’intérêt pourraient 

alors être développés et utilisés chroniquement dans ce modèle in vivo afin de bloquer la 

sénescence endothéliale radio-induite, et par conséquent, l’apparition de lésions radio-induites 

tardives.  

 

* 

 

Pour conclure, nous avons établi un modèle cellulaire de sénescence endothéliale 

microvasculaire radioinduite, reflétant ainsi l’impact de l’irradiation sur le compartiment 

endothélial résidant au sein des tissus sains exposés aux rayonnements ionisants lors de la 

radiothérapie. Nous avons alors mesuré l’impact fonctionnel qui en résulte et décrit les voies 

moléculaires d’intérêt modulées dans notre modèle avec ou sans pré-traitement par S1P. En 

particulier, nous avons pu mettre en avant les rôles clés du stress oxydant mitochondrial et de 

l’activité de p53. Les altérations cellulaires et les mécanismes moléculaires à l’origine de cette 

sénescence demandent encore à être approfondis, notamment dans la recherche de 

modifications génomiques et/ou épigénomiques persistantes. Ces résultats vont dans le sens 

d’un effet délétère chronique de la sénescence endothéliale sur le microenvironnement 

adjacent et doivent être validés in vivo. Ces travaux sont une première étape dans le 

développement de traitement contre les effets indésirables tardifs de la radiothérapie 

dépendants de l’endothélium. Nous espérons, par la suite, pouvoir utiliser la S1P en 

association avec un agent pharmacologique, dirigé contre un des acteurs définis au cours de 

cette thèse et ciblant la sénescence endothéliale radio-induite, afin de prévenir les effets 

secondaires aussi bien aigus que tardifs au cours de la radiothérapie. 

 

 

*** 
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Annexe n°1 : Abstract communication orale pour le  « Biology of Ionizing Radiation, 

Workshop », Berder, France, 2010. 

 

Mechanisms of Radio-Induced Endothelial Cell Senescence. 

A. Lafargue, S. Supiot, MH. Gaugler, F. Paris – INSERM U892, CRCNA, Université de 
Nantes, 8 quai Moncousu, 44000, Nantes, France. 
 

Dysfunctions of the endothelium are clearly involved in early and late pathologies 

induced by radiotherapy [1]. Senescence, one of the alternative becoming of cells after 

radiation, is defined by cell cycle blockage and also by an increase of metabolic activity. 

Senescence presents therapeutic benefits by lowering the tumor progression and drawbacks by 

inducing vascular dysfunctions. Molecular pathways inducing radiation-induced senescence 

remain unclear, but may involve the generation of reactive oxygen species and the induction 

of DNA damage.  

Previously, our team describes a differential endothelial death response in function of 

the dividing cell status. Proliferating cells died after exposure to ionizing radiation through 

either a Ceramide generation-induced premitotic apoptotis or a DNA damage-induced mitotic 

death. Non-dividing  cells keep the ability to die by the ceramide-induced apoptosis, but not 

mitotic death. In fact, sphingosine-1-Phophate, inhibitor of ceramide-dependent signaling 

pathway, blocks death of quiescent, but not proliferating endothelial cells [2]. However, 

consequences of DNA damage and their potential roles remain to be clarified.  

In consequence, our hypothesis is that remaining DNA-damage provokes radio-

induced senescence on quiescent endothelial cells, which comprise the vascular functions in 

healthy tissues. This hypothesis will be verified by underlining X-rays-induced senescence in 

vitro (HUVEC & HMVEC-L) and in vivo (mouse & patient) on quiescent endothelial cells 

using Senescence-associated β-Galactosidase staining. Next, involvement of ceramide and 

DNA-repair pathways in senescence progression will be explored. 
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[2] Bonnaud S, et al. Sphingosine-1-Phosphate Protects Proliferating Endothelial Cells from Ceramide-Induced 
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Annexe n°2 : Abstract communication par affiche pour « La Journée annuelle de l’Ecole 

Doctorale Biologie-Santé de Nantes-Angers », Angers, France, 2012. 

 

Étude mécanistique & fonctionnelle de la sénescence radioinduite des cellules 

endothéliales microvasculaires, impact de la Sphingosine-1-Phosphate. 

A. Lafargue*, MH. Gaugler, F. Paris – Université de Nantes ; INSERM U892, CRCNA. IRT1, 

Équipe « Radiobiologie & Ciblage de l’endothélium », Nantes, France. 

 

Bien que les dysfonctions endothéliales soient clairement associées à la toxicité 

radioinduite, l’implication de la sénescence endothéliale, caractérisée par une morphologie 

élargie et par un phénotype sécrétoire, reste mal définie. Mon projet consiste à définir la 

sénescence endothéliale microvasculaire radioinduite, décrypter ses mécanismes moléculaires, 

et déterminer l’impact fonctionnel. Ainsi, notre modèle in vitro présente une sénescence 

dépendante de la dose d’irradiation et du temps, associée à un phénotype inflammatoire, une 

dysfonction des jonctions cellulaires, et une augmentation de la perméabilité cellulaire. Ces 

caractéristiques peuvent expliquer l’apparition d’effets secondaires radioinduits tardifs. De 

plus, nous montrons de façon originale l’implication de voies moléculaires liées au stress 

oxydant, à la signalisation mitochondriale, ainsi qu’une indépendance des voies de réponses 

aux dommages de l’ADN. L’implication directe de ces facteurs dans la sénescence sera 

confirmée prochainement à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques et d’une approche par 

shRNA. Enfin, ces résultats seront validés in vivo sur un modèle d’effet secondaire radioinduit 

tardif : la fibrose intestinale radioinduite. Par ailleurs, nos résultats montrent que le traitement 

par Sphingosine-1-Phosphate, (qui inhibe l’apoptose endothéliale radioinduite dépendante de 

la voie du Céramide, et permet ainsi de freiner la radiotoxicité aigue), n’a pas d’avantage 

d’impact sur l’apparition de la sénescence, ni sur l’activation, ni sur l’ensemble des facteurs 

moléculaires étudiés.  Ainsi, l’utilisation de la S1P en combinaison avec un inhibiteur de la 

sénescence endothéliale pourrait potentiellement permettre de freiner la radiotoxicité aigue 

ainsi que la radiotoxicité tardive.  
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Annexe n°3 : Abstract communication orale pour « La journée mondiale contre le cancer », 

pour La Ligue Contre le Cancer, Nantes, France, 2013. 

Vulgarisation scientifique pour le grand public, participation au dossier de presse. 

 

Thématique de Recherche de l’équipe « Radiobiologie & Ciblage de l’endothélium » 

Aujourd’hui, la radiothérapie est un traitement anti-cancéreux de référence, utilisant 

les rayonnements ionisants pour détruire les cellules tumorales. Si l’efficacité de cette 

approche n’est plus à démontrer, elle présente néanmoins des limites liées aux effets toxiques 

qu’elle provoque sur les tissus non-cancéreux. Augmenter le bénéfice anti-tumoral de la 

radiothérapie en limitant au maximum la toxicité sur les organes sains est le challenge de la 

recherche menée au sein de l’Equipe  « Radiobiologie & Ciblage de l’endothélium ». Nous 

nous intéressons particulièrement aux cellules endothéliales, constituant majeur de la paroi 

interne des vaisseaux sanguins, et dont la participation à la réponse aux radiations des tissus 

tumoraux mais aussi des tissus sains est désormais connue.  Notre équipe regroupe des 

chercheurs en radiobiologie fondamentale et en ingénierie des anticorps, des physiciens 

médicaux et des médecins radiothérapeutes qui travaillent à décrypter précisément le rôle des 

cellules endothéliales lors de la radiothérapie. A terme, nous espérons pouvoir offrir aux 

patients de nouveaux protocoles de radiothérapie associés à des molécules pharmacologiques 

ciblant les cellules endothéliales et améliorant à la fois l’éradication tumorale et la protection 

des tissus sains. Ce projet, développé dans le Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-

Angers Inserm UMR892, est effectué en partenariat avec l'Institut de Cancérologie de l'Ouest 

(ICO René Gauducheau). 

 

Projet de thèse d’Audrey Lafargue. 

« Étude mécanistique & fonctionnelle de la sénescence radioinduite des cellules 

endothéliales microvasculaires, Impact de la Sphingosine-1-Phosphate » 

Les effets secondaires tardifs de la radiothérapie sur les tissus sains sont caractérisés 

par des lésions tissulaires établies plusieurs mois/années après traitement. Ils surviennent chez 

un nombre considérable (5 à 10%) de patients traités par radiothérapie et sont difficilement 

prévisibles. Dans le meilleur des cas, ils conduisent à une altération de la qualité de vie, au 

pire, le pronostic vital peut être engagé. Comprendre les mécanismes d’apparition de ces 

effets secondaires tardifs sur les tissus normaux afin de pouvoir les limiter permettrait 
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d’améliorer les protocoles de radiothérapie. La sénescence est un état cellulaire particulier 

connu pour être induit par les radiations, et est caractérisé par une incapacité de 

multiplication, une morphologie cellulaire élargie, et une production de molécules 

inflammatoires. Notre hypothèse de travail est que la sénescence des cellules endothéliales 

composant les vaisseaux sanguins présents dans les tissus sains, joue un rôle important dans 

l’apparition des effets secondaires tardifs après radiothérapie. Nous avons développé au 

laboratoire un modèle de sénescence in vitro des cellules endothéliales après irradiation aux 

rayons X. Nous avons alors montré que les radiations induisent une sénescence endothéliale, 

accompagnée d’une perturbation des fonctions endothéliales pouvant être à l’origine de 

l’apparition d’effets secondaires tardifs. Nous cherchons désormais à comprendre le 

mécanisme moléculaire impliqué dans l’apparition de la sénescence endothéliale. Nos 

résultats mettent à jour un mécanisme moléculaire original, actuellement en cours de 

validation, qui pourrait devenir la cible de molécules thérapeutiques à visée « anti-

sénescence », afin de bloquer l’apparition d’effets secondaires tardifs des traitements de 

radiothérapie. 
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Annexe n°4 : Abstract communication par affiche pour le  « 40th annual meeting of the 

European Radiation Research Society », Dublin, Irlande, 2013. 

 
IRRADIATION-INDUCED MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELL 
SENESCENCE IS UNDER THE CONTROL OF P53 AND MITOCHONDRIAL 
DYSFUNCTION  
 
A. Lafargue1, MH. Gaugler1, C. Pecqueur1, F. Paris1 
1Université de Nantes, INSERM U892, Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-Angers, 
Institut de Recherche en Santé 1, 8 quai Moncousu, 44007, Nantes, France. 
audrey.lafargue@inserm.fr 
 

Early and late toxicities of irradiated peritumoral normal tissues limit the enhancement 

of the dose of radiotherapy. Radiation-induced acute small intestine necrosis involves a rapid 

endothelial cell apoptosis before epithelial cell death (Paris et al, 2001). Endothelial cell death 

is under control of the proapoptotic sphingolipid factor ceramide and its prosurvival 

metabolite S1P (Bonnaud et al, 2007). In fact, S1P treatment blocks intestinal necrosis 

through the inhibition of quiescent microvascular endothelial cell death, despite the 

persistence of some DNA double-strand breaks few days after irradiation (Bonnaud et al, 

2010). The persistence of DNA damage sensor ATM and its effectors in irradiated 

proliferating fibroblasts is proposed to regulate cell senescence (Rodier et al, 2009, 2011), 

biological process appearing during late radiation-induced tissue dysfunction (Wang et al, 

2006). 

Most of the studies on senescence are reported on proliferating cells, whereas 

endothelial cells are not dividing in most of normal tissues. Our objective was to investigate 

radiation-induced endothelial cell senescence and long-term effects of radioprotector S1P. 

Our results show that senescence demonstrated by SA-β-Galactosidase and p21 

expressions of quiescent primary human microvascular HMVEC-L endothelial cells occurs in 

radiation dose and time dependant manner. Senescence is associated with high secretion of 

IL-8, characteristic of an inflammatory phenotype, and dysfunction of the endothelial 

monolayer permeability. S1P radioprotector treatment inducing DNA damage persistence 

does not interfere on the genesis of endothelial cell senescence and its related dysfunctions. 

The non involvement of DNA damage in senescence was confirmed by lack of late activation 

of DNA damage effectors and absence of senescence modulation by ATM inhibitor. 

Molecular pathway driving radiation-induced senescence was deciphered by western blot 

showing a p53 over-expression, and a modulation of Bcl2 family members including Bcl2, 
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Bcl-xL and Bax, in relationship with mitochondrial dysfunctions and superoxide anion 

release. MnTBAP, a SOD2 mimetic, N-acetylcystein, a reactive oxygen species scavenger, or 

pifithrin-α, a p53 inhibitor, prevents radiation-induced senescence. Better characterization and 

ordering of the molecular cascade will permit the development of new strategies to limit 

endothelial senescence and late tissue toxicity. 
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Annexe n°5 : Article en collaboration, Oliver Lisa et al, 2012. 
 
Réponse liée à la différenciation des cellules souches mésenchymales humaines suite aux 

cassures de l’ADN 
Differentiation Related Response to DNA Breaks in Human Mesenchymal Stem Cells 

 

 
Lisa Oliver1,2,3, Erika Hue1,2, Quentin Séry1,2,4, Audrey Lafargue1,2, Claire Pecqueur1,2, 
François Paris1,2,4 & François M. Vallette1,2,4. 
1CRCNA - INSERM UMR 892 - CNRS UMR 6299, Nantes F44007 France; 2Faculté de Médecine, Université 
de Nantes, Nantes F44007 France; 3Centre Hospitalier-Universitaire (CHU) de Nantes, Nantes F44007 France; 
4Institut de Cancérologie de l’Ouest – René Gauducheau, St Herblain 
 
Mots-clés : Irradiation ; Réparation de l’ADN ; γH2AX ; cellules souches mésenchymales. 
 

 

La différenciation des cellules souches mésenchymales humaines in vitro est 

accompagnée par une augmentation de la sensibilité à l’apoptose. Cependant, le mécanisme 

responsable de ce changement est inconnu. Cet article montre que la réparation des cassures 

double-brin de l’ADN est plus rapide dans les cellules souches mésenchymales 

indifférenciées que dans les ostéoblastes différenciés ; ceci étant mesuré par le décroissement 

du nombre de foyers γH2AX nucléaires après induction de dommages de l’ADN par 

irradiation. De plus, ces cellules présentent une augmentation marquée et prolongée de 

l’expression nucléaire de Ku70 et de la phosphorylation de DNA-PKcs. Egalement, les 

cellules présentent une  augmentation de la phosphorylation d’ATM. Ceci suggère donc que 

la réparation des dommages de l’ADN après irradiation dans les cellules souches 

mésenchymales humaines passe par une jonction des extrémités non-homologue (NHEJ). 

Cependant, lorsque les cellules souches mésenchymales humaines sont induites à 

différenciées suivant une voie ostéogénique ou adipogénique, l’irradiation cause une mort 

cellulaire rapide et importante, principalement apoptotique. Ceci est en contraste avec les 

cellules souches mésenchymales humaines indifférenciées qui sont hautement résistantes aux 

dommages de l’ADN induits par irradiation et/ou au Témozolomide. De plus, ces dernières 

survivent à 95%. Ces travaux suggèrent que l’apoptose et la réparation des dommages de 

l’ADN sont des mécanismes majeurs de protection dans le contrôle de la différenciation des 

cellules souches mésenchymales humaines après dommages de l’ADN. 
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ETUDE MECANISTIQUE &  FONCTIONNELLE DE LA SENESCENCE RADIO -INDUITE DES 

CELLULES ENDOTHELIALES MICROVASCULAIRES  
Résumé 
Les bénéfices de la radiothérapie reposent sur une balance mettant en jeu la réponse anti-tumorale et 
la toxicité sur les tissus sains périphériques. La Sphingosine-1-Phosphate (S1P) permet de limiter la 
radio-toxicité aigue en prévenant la mort cellulaire dépendante du Céramide des cellules endothéliales 
microvasculaires. Cependant, de nombreuses observations physiopathologiques indiquent que les 
cellules endothéliales jouent également un rôle essentiel dans le développement de la radio-toxicité 
tardive, et peut être conditionné par leur entrée en sénescence prématurée. La S1P, en protégeant ces 
cellules, permet potentiellement la stabilisation de dommages de l’ADN et/ou de leur signalisation, 
pouvant ainsi favoriser la sénescence. Les objectifs de ce travail de thèse ont été de comprendre in 
vitro, les mécanismes moléculaires impliqués lors de la sénescence radio-induite des cellules 
endothéliales microvasculaires, et d’évaluer l’impact de la S1P. Nous avons observé que l’induction 
de la sénescence est associée à un phénotype d’activation, et à l’augmentation de la perméabilité 
endothéliale. Sur le plan mécanistique, si les résultats obtenus montrent que la sénescence 
endothéliale est ici originalement indépendante de la signalisation persistante de dommages de 
l’ADN, ils montrent cependant la dépendance d’un stress oxydant mitochondrial chronique, et la 
dépendance de p53. Ces travaux proposent en perspectives l’utilisation combinée de la S1P et d’un 
inhibiteur de la sénescence endothéliale afin de limiter la toxicité aigue comme la toxicité tardive. 
 
Mots-clés : Radiothérapie, radiotoxicité, endothélium, sénescence prématurée, Sphingosine-1-
Phosphate, stress chronique. 
 

STUDY OF RADIATION -INDUCED MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELL SENESCENCE , 
MECHANISM &  FUNCTION  

Abstract 
The benefits of radiation therapy depend on the balance between the impact on tumoral tissues and on 
healthy peripheral tissues. Sphingosine-1-Phosphate (S1P) treatment allows to limit acute radiation 
toxicity through prevention of Ceramide-dependent microvascular endothelial cell death. However, 
numerous physiopathological observations indicate that endothelial cells also play an essential role in 
late radiation toxicity, possibly owing to premature senescence. S1P treatment, by protecting 
endothelial cells, could stabilize DNA damages and/or downstream signalization, and thereby 
promote senescence. The objectives of this thesis aimed at understanding the molecular mechanisms 
involved in in vitro development of radiation-induced microvascular endothelial cell senescence, and 
evaluate the impact of S1P treatment. We have observed that induction of senescence is associated 
with an activated phenotype, and with an increase in endothelial cell monolayer permeability. 
Regarding the mechanisms, our results indicate that, interestingly, endothelial cell senescence is 
independent of the persistence of DNA damage signalization. Instead, we show that it depends on 
chronic mitochondrial oxidative stress and p53 upregulation. These original findings suggest as 
perspectives the combination between S1P and an endothelial cell senescence inhibitor, so as to limit 
both acute and late toxicity. 
 
Key words : Radiation therapy, radiation toxicity, endothelium, premature senescence, Sphingosine-
1-Phosphate, chronic stress. 
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