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Edmond des PapillonsEt dites-moi, qu'est-ce que vous fichez ici ?

Marcel Pagnol: Rien, Monsieur. On était juste monté sur la cdli

Edmond des PapillonsQuoi faire ?

Marcel Pagnol: Pour voir.

Edmond des PapillonsHein ?

Marcel Pagnol: Pour voir ce qu'il y a derriere.

Edmond des PapillonsAh, ah, ah, misére ! Depuis que 'hnomme est hgmme
c'est son idée fixe, savoir ce qu'il y a derrigktars, il fait la guerre, il fait

des enfants, il fait des voyages et méme il sedad, et tout ¢ca pour voir ce
qu'ily a derriére.

Extrait de 'adaptation cinématographique réalis¢mar Yves Robert en 1990
du roman de Marcel Pagnol, « La Gloire de mon Péxegl957.
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ABREVIATIONS

53BP1 : p53 Binding Protein 1

APEL : Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease 1
ASMase : Acide Sphingomyelinase

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad 3 related
protein

ATRIP : ATR-Interacting Protein

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BAEC : Bovine Aortic Endothelial Cell

Bak : Bcl-2 homologous antogonist/killer

Bax : Bcl-2 associated X protein
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Bcl-xL : B-cell ymphoma-extra large

BER : Base Excision Repair

BRCA1/2 : Breast Cancer 1/2

CAK : Cdk Activating Kinase

Caspases : Cystein Aspartic acid specific protease
CDB : Cassures Double-Brins

Cdk : Cycline dependant kinase

CS : Ceramide Synthase

Chk1/2 : Checkpoint kinase 1/2

CKI : Cdk inhibitor

DNA-PKcs : DNA-dependent Protein Kinase,
catalytic subunit

DNA-SCARS : DNA-Segments with Chromatin
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DR5 : Death Receptor 5

Drpl : Dynamin-related GTPase 1

eNOS : endothelial Nitric Oxyde Synthase
EPC : Endothelial Progenitor Cell

ERK : Extracellular signal Regulated Kinase
FEN1 : Flap Structure-Specific Endonuclease 1
FGF : Fibroblast Growth Factor

GBM : Glioblastomes multiforme

GM-CSF : Granulocyte/Macrophage Colony
Stimulating Factor

GPX : Glutathione Peroxdase

GROs : Growth Regulated Oncogenes
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yH2AX : Histone 2A variant X

HAEC : Human Artery Endothelial Cell

HAT : Histone Acetyl Transferase

HDAC : Histone Deacetylase

HMEC-1 : Human Microvascular Endothelial Cell
1

HMVEC-L : Human Microvascular Endothelial
Cell — Lung

HP1 : Heterochromatin Protein 1

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell
ICAD : Inhibitor of Caspase activated DNase
ICAM-1 : Inter Cellular Adhesion Molecule 1
IGF-1 : Insulin Growth Factor-1

IL : Interleukin

KO : Knock Out

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
Mfnl/ 2 : Mitofusin 1/2

Mdmz2 : Mouse double minute 2

MIPs : Macrophage Inflammatory Proteins
MMPs : Matrix MetalloProteinases

MnTBAP : Manganese 5, 10, 15, 20-tetrakis (4-
benzoic acid) porphyrin

NAC : N-acétyl cystéine

Nbsl : Nijmegen Breakage Syndrom 1

NHEJ : Non-Homologous End Joining

NSMase : Neutral Sphingomyelinase

NOS : Nitric Oxide Synthase

Nox : NADPH oxidase

PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1
PARP : Poly-ADP Ribose Polymérase

PARP1 : Poly-ADP Ribose Polymerase 1
PATZ1 : POZ/BTB and AT-hook-containing zinc
finger protein 1

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDGF : Platelet Derived Growth Factor
PECAM-1 : Platelet Adhesion Molecule-1
PI13K/Akt : Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/Akt
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PI3KK : Phosphatidylinositol 3-OH Kinase related
Kinase

PLC : Phospholipase C

PNK : Polynucleotide Kinase

POT1 : Protection Of Telomere 1

RAP1 : Repressor and Activator Protein 1

RCPG : récepteurs couplés a une protéine G

RH : Recombinaison Homologue

RILI : Radiation-induced lung injury

RNS : Reactive Nitrogen Species

ROS : Reactive Oxygen Species

RPA : Replication Protein A

S1P : Sphingosine-1-Phosphate

SAHF : Senescence-Associated Heterochromatin
Foci

SASP : Senescence-Associated Secretory
Phenotype

SIRT1 : Sirtuin 1 ou Silent Information Regulation
2 homolog 1

SK1 : Sphingosine Kinase 1

SNC : Systeme Nerveux Central

SOD : Superoxide Dismutase

SPP : Sphingosine-1-Phosphate Phosphatase
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SAR : Syndromes Aigus Radio-induits

SCV : Syndrome Cérébro-Vasculaire

SGI : Syndrome Gastro-Intestinal

SH : Syndrome Hématopoiétique

TERC : Telomerase RNA Component

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase
TGF{ : Tumoral Growth Factop-

TIF :Telomere dysfunction-Induced Foci
TIN2 : TRF1 Interacting protein 2

TNFa : Tumor Necrosis Factor

tPA : tissue type Plasminogen Activator
TPP1 : TIN2 and POT1 interacting Protein 1
TRAIL : TNF-related apoptosis inducing ligand
TRF1/2 : Telomere Repeat binding Factor 1/2
UCP2 : mitochondrial Uncoupling Protein 2
uPA : urokinase type Plasminogen Activator
UV : Ultra-violet

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
XLF : XRCC4 like factor, ou Cernunnos
XRCC4 : X-ray Repair Cross Complementing
proteind

Z0-1 : Zonula Occludens-1
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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 deemigt atteints du cancer. Cette thérapie
est efficace mais impligue néanmoins des effetsraiaires indésirables sur les tissus sains. |l
est donc crucial aujourd’hui de comprendre les miéoaes d’apparitions de ces effets
secondaires afin d’améliorer les protocoles deothérapie et de mettre au point de nouveaux
agents pharmacologiques. C’est ainsi que, maintedapuis plusieurs années, I'équipe
« Radiobiologie & Ciblage de I'endothélium » dirgg@ar le Dr Francois Paris au sein du
Centre de Recherche en Cancérologie de Nantes-&figserm UMR6299), ou jai effectué
ce travail de these, décrypte les processus baplegiimpliqués. Il a pu étre notamment établi
gue le réseau vasculaire sanguin joue un roleand th réponse des tissus a l'irradiation. En
effet, la mort cellulaire aigué radio-induite deslldles endothéliales microvasculaires est
contrélée par un mécanisme dépendant de la vogplimgolipide Céramide. En particulier,
un pré-traitement par le sphingolipide Sphingodirlehosphate (S1P) permet de bloquer cette
mort cellulaire aigué, et d’'empécher I'apparitianld toxicité radio-induite aigué.

Concernant les effets secondaires tardifs, leusamgmes d’apparition doivent étre éclaircis
et suggerent la présence d’'un stress chronique.lé&Sems surviennent chez 5 a 10% des
patients traités par radiothérapie, ce qui estidérable, et sont difficilement prévisibles. Ils
sont caractérisés par I'apparition de lésions lasss (fibrose radique, athérosclérose,...), ou
limplication des vaisseaux sanguins peut jouerrale clé. Cependant, les mécanismes
moléculaires doivent étre encore clairement détegmi Ainsi, mes travaux de thése ont
montré que les cellules endothéliales microvasmdaileviennent sénescentes a long terme
apres irradiation. La sénescence cellulaire seniléfiotamment par une morphologie
cellulaire élargie et la sécrétion de moléculetammatoires. Nous avons alors examing les
processus impliqués et mis a jour des perturbafmmstionnelles (activation, perméabilité) et
I'expression de signaux de stress chroniques télsmgdéfaut de respiration mitochondriale,
un stress oxydant mitochondrial, et une surexpragsersistante de p53. L'inhibition de I'axe
p53 ou l'utilisation d’antioxydant permet de réduie niveau de sénescence. Ainsi, cibler ces
axes pourrait contribuer a la réduction de la tit&kidardive liée aux radiations et a

'endommagement des microvaisseaux sanguins.
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ETUDE MECANISTIQUE ET FONCTIONNELLE DE LA SENESCENCE RADIO-INDUITE
DES CELLULES ENDOTHELIALES MICROVASCULAIRES

NTRODUCTION

|. RADIOTHERAPIE & RADIOBIOLOGIE

A. Principes de la Radiothérapie externe

1. Radiothérapie & Rayonnements ionisants

Les derniers chiffres delfistitut National du Canceen 2011 rapportent 365500
nouveaux cas de patients atteints du cancer ercé;rdont 207000 chez I'homme et 158500
chez la femme. Cette méme année, 147500 décegéordaenseés des suites de la maladie.
Chez 'homme, le cancer est la premiere cause d&ali®, et les cancers les plus frequents
sont les cancers de la prostate, suivis des cadugygsumon et des cancers colorectaux. Chez
la femme, le cancer est la seconde cause de n@retlies cancers les plus fréquents sont les
cancers du sein, suivi des cancers colorectaugstancers du poumon. Bien que le taux de
mortalité lié au cancer soit en régression, I'iecide des personnes diagnostiquées reste en
augmentation.

Le cancer est une maladie caractérisée par laforamstion d’'une cellule acquérant une
capacité a se diviser indéfiniment ainsi qu'uneenssbilité aux stimuli de régulation de la
prolifération et de mort cellulaire. Les celluleancéreuses, proliférant donc de facon
anormalement importante, forment une masse tumeaisdeant le bon fonctionnement de
I'organe porteur, voire de I'organisme dans soreerise, conduisant ainsi a I'engagement du
pronostic vital du patient. En effet, ces celluted la capacité de détourner le métabolisme
énergétique a leur avantage, appauvrissant la ponation énergétique du tissu sain
environnant. Dans des stades avancés de la matadieellules peuvent acquérir la capacité
a se disséminer au sein du méme ou d'un autre erdgammant ainsi des métastases ou
tumeurs secondaires. Pour cela, les cellules ocamees utilisent et conditionnent le
microenvironnement tumoral qui les entoure, notamtmen sollicitant la génération de
néovaisseaux oOu angiogénese, et se désolidarigeri dnasse tumorale par transition
épithélio-mésenchymateuse, puis migrent et se témtgnt sur un autre sité&igure n°1;
Hanahan, Weinberg, 2011
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Figure n°1: Caractéristiques du cancer.
Adapté deHanahan & Weinberg, 2011

La radiothérapie, avec la chimiothérapie et la wigie, est aujourd’hui un des
principaux traitements du cancer.
Historique — Les principes de bases de l'utilisation des ragoments ionisants et de la
radiothérapie ont été mis a jour avec la découvee® rayons X par Whilhelm Conrad
Rontgen en 1895 et la réalisation des premierdié&dicadiographiques, la découverte de la
radioactivitéy émanant de I'uranium par Henri Becquerel en 1896a découverte de deux
radioéléments, le radium et le polonium, par M&igie en 1898. Marie et Pierre Curie et
Henri Becquerel recevront alors le prix Nobel degidue en 1903 pour leurs travaux sur la
radioactivité. Marie Curie recevra également lex gfdobel de Chimie en 1911 pour ses
travaux sur le radium et le polonium. Ces décoegenajeures mettent a jour la capacité que
certains éléments atomiques réagissent autremenpagu réaction chimique. En effet, ces
rayonnements sont dits « ionisants » car ils ontdpacité d’arracher les électrons de la
matiéere, soit d’'ioniser les atomes.
De nombreuses tentatives d’utilisations thérapaesaverront le jour aussitét notamment par
Danlos & Bloch en 1901, pour un traitement de lupasle radium, et par Freund en 1903,
qui rapporte la disparition d’'un grain de beauti#esa I'utilisation de rayons X. Peu apres,
Bergonié et Tribondeau montrent que les cellulesc@&aeuses sont plus sensibles aux
radiations que les cellules saines. Les premiémsardions d’effets indésirables sont

€galement constatées rapidement, notamment paruBetglui-méme qui constate une
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ulcération de sa peau qui fut en contact avec be tie radium. Il sera également montré une
radiosensibilité des cellules lymphoides. Le premas de fibrose pulmonaire radique sera
décrit en 1922 suite a une tentative de traiterdentancer du sein par rayons X. C’est en
1927 que Régaud montre que le fractionnement deda d’irradiation permet de réduire les

effets indésirables sur la peaBe(nieret al,2004 ; Reed, 20)1

Les rayonnements ionisantsDe nos jours, quatre types de rayonnements iomsissomnt
principalement utilisés et ont des propriétés déffiges :

- Les rayons X et les rayongy : Les rayons X et les rayonssont tout deux des
rayonnements électromagnétiques constitués de mateais sont produits de fagon
différentes : le premier est le produit de trapsitélectronique, le second est issu de la
désintégration radioactive des noyaux des atontesoht de méme nature que la
lumiére mais avec une longueur d’onde plus co@eéei leur confére une propriété de
grande pénétration et leur permet de traverserobggs alors que la lumiere reste
bloquée. Ces rayonnements électromagnétiques sedmaute énergie, ainsi, ils ont la
capacité de rompre des liaisons chimiques condugasi a I'altération de I'élément
ciblé. lls ont une portée de plusieurs centainesnd&res dans I'air, et peuvent étre
bloqué par du plomb ou une forte épaisseur de béton

- Le rayonnement : Les particulefd sont des électrons (charge négative) de grande
énergie, éjectées du noyau d’'un atome. Elles oatpémétration plus faible que les
rayons X ety mais plus forte que les particules Une feuille d’aluminium de
guelques millimetres peut les arréter.

- Le rayonnementa : Les particulesa (faisceaux de noyau d’hélium) émises par un
atome radioactif ont une faible pénétration, umapge feuille de papier peut les
arréter. Elles n’ont pas d’électron et sont de ghgositive.

- Les neutrons : lls sont indirectement ionisants et ont une patiém dépendante de
leur énergie. lls peuvent étre arrétés par unes fépaisseur de béton, d’eau ou de
paraffine.

La quantité d’énergie que les rayonnements vonbsEpdans le volume ciblé correspond a la

dose de rayonnement délivrée. Elle s’exprime enyG@y) soit une énergie de 1 Joule
déposée dans 1 kilogramme de matiére.

15



These de Doctorat — Audrey Lafargue

Contrairement a la chimiothérapie qui aura uneoactfystémique, la radiothérapie
cible un volume tumoral préalablement défini. Elapplique donc le plus souvent pour des
cancers dits « solides » car localisés. Le butrdilement par radiothérapie, comme tout

traitement génotoxique, vise a éliminer les cefidgclantes dans cette zone.

Il existe trois principales formes de radiothéragdee radiothérapie externe, la plus courante, a
laquelle se référe ce travail de thése ; la cugatbie ; et la radiothérapie interne vectorisée.
La radiothérapie externe -Cette procédure thérapeutique est employée seuleero
association avec d’autres traitements chez pres08é des patients pris en charge. Par
définition, la source des rayonnements est iceétérieur du patient. Il s’agit généralement de
d’accélérateurs linéaires produisant des rayonsd¢® électrons ou de source de radioactivité
y au cobalt 60.

Récemment la radiothérapie externe a connu un esgarique majeur avec 'amélioration de
la qualité de la balistique, permettant ainsi diojger les doses délivrées au volume tumoral
tout en préservant au maximum les tissus sainplp@igues. En effet, on estime a plus ou
moins 5%, qu’un sous-dosage peut entrainer unegésce tumorale alors qu’'un surdosage
peut entrainer des complications cliniques. Aimgitsapparus de nouveaux procedes tels que
la radiothérapie conformationnelle 3D, la plusiséi&é aujourd’hui et qui combine l'utilisation
de I'imagerie médicale ; la radiothérapie a modafat’intensité, qui permet de moduler la
forme du faisceau pendant la séance de traitemeinta radiothérapie stéréotaxique, qui
utilise des microfaisceaux pour traiter de trestpetolumes. (SourceInstitut National du
Cancey.

Cependant, les tissus sains ne sont jamais totategmargnés, il peut alors en résulter
I'apparition d’effets secondairesi( ). lls apparaissent en majorité en cours ou en fin
de traitement (effets secondaires aigus) mais peuaeISSi survenir apres plusieurs
mois/années post-traitement (effets secondairddgarLeurs conséquences sont variables et
peuvent au mieux, altérer la qualité de vie dugpdtiau pire, engager son pronostic vital.

Le choix du protocole de traitement dépendra diwe tgp tumeur, de son grade, de son
volume, de sa localisation, et de son degré d'esipan Classiquement, la dose totale a
administrer ne se délivre pas en une seule séaras par fraction de 2Gy/jour sur
5jours/semaine. (Sourcdnstitut de Radioprotection et de Sureté NuclgaEn effet, ceci
repose sur le principe que les tissus sains tendesg réparer plus vite que les tissus
tumoraux. De plus, les cellules tumorales sont aléages sensibles aux radiations en phase

de division. Le fractionnement permet donc a |a fite réduire les effets délétéres aux tissus
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sains et de les augmenter sur les tissus tumotpuauront alors le temps de ré-entrer en
cycle, Clifton Ling et al,2010.

La radiothérapie peut avoir d'autres objectifs, anmnent réduire des symptémes tels que la
douleur. On parlera alors de radiothérapie symptiojna ou palliative. Egalement, elle peut
étre utilisée en « per-opératoire » en préventiamed résurgence tumorale sur les tissus

périphériques en marge du volume tumoral lors diungrectomie.

La curiethérapie -Cette procédure emploie une source radioactive &ooge de fils ou de
tubes, placée a lintérieur de la tumeur du patipemdant une durée fixée ou de facon
permanente. Il s’agit principalement de sourceidiim 192 ou de césium 137. Elle se

pratigue sur des tumeurs accessibles et qui nEpamdent pase(g.prostate).

La radiothérapie interne vectorisée ou radiothémpnétabolique Cette procédure utilise

des radiopharmaceutiques et est appliquée en nmédacicléaire. Ce traitement peut étre
administré par voie orale ou par injection. Il vand circuler dans le corps jusgu’a un organe
cible. Dans le cas de la thyroide en tant que cilibele 131 peut étre administré seul car il a
un tropisme pour cet oragne, c'est-a-dire uneitdfmétabolique naturelle. Les radioéléments
peuvent étre aussi vectorisés c’est-a-dire assaadigsvecteur tel qu’un anticorps monoclonal

qui leur conférera une cible spécifique, on paldesade radio-immunothérapie (RIT).

2. Effets primaires des rayonnements ionisants

Les rayonnements ionisant Photon ™1
. . . incident Radiol
peuvent avoir une action directe o ! _ G R
Effet #sl). P 2 de l'eau
indirecte, Figure n°2). Les effets indirect | Photon i _¥°
. ] o ) incident
directs consistent en une ionisatic ® HO ——>

directe de l'atome impacté. Le:
effets indirects consistent en | o
radiolyse de l'eau. Les cellules g, Photon

_1/
. . divect incident
animales étant constituées d'eau "¢

80%, les effets indirects son

-]
v

ADN

majoritaires. Dans ce cas, les Figure n°2 : Principes des effets direct et indirect des

rayonnements ionisants  vont rayonnements ionisants.
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exciter et ioniser les molécules @®, conduisant ainsi a la formation de radicauxekbet de
molécules. Ces événements sont extrémement ragidesurrent dans un lapse de temps de
I'ordre de la femto- a la microsecondgjgure n°3). Les especes générées, comprennent des
espéeces réactives de I'oxygéne ou ROS (pour Realtygen Species), notamment : HO
0.7, H,0, etc... S'il existe un niveau basal de ROS endogdaas la cellule qui permet une
signalisation moléculaire essentielle, le niveavélde ROS générés lors des radiations aura
un impact autrement plus délétere. lls ont uneefagctivité avec les constituants biologiques
(acides nucléiques, lipides, protéines) et créentsuess oxydant. lIs peuvent induire la
cassure de liaison entre atomes, et par conséqueecaltération des moléculeScholeset

al, 1953; Collinsonet al,1960; Azzamet al,2012.

Estimation de
Péclielle de temps

HO'we  — ~10™"s
H:0"vi» ew (€1040f) H +°OH H.+ O('D)
Re bindi [=10-40 fs) |
conbindison . ]
(<10fs) l l 2ZH +O0P)
- H +"OH
‘0 0" €u H:0
e (~50.300 fs) l H-O
Transferi de Retonr i état nox-excitd
proton »
(~10fs) H.+ OH
e Dissociaiion
ag
Hydratation 115'-|: a

(~240f5-1ps)

l

Formuation de molécnles et de radicanx libres
& Diffiesion des espéces

l

€aq, H', "OH, Hy, H:0; HY, OH™, Oy (or HOY),..| = -10% s

Figure n°3 : Evenements primaires de la radiolyse de I'eau.
Adapté deAzzamet 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 altératie la morphologie du noyau et de
'ADN. Il a été observé un élargissement visibles dés 30-60 premiéres minutes suivant
I'irradiation et pouvant perdurer jusqu’a plusiejosrs/semaines, ainsi qu’une dilatation de la
membrane nucléaire,Montgomery et al, 1965; Somosy, 2000 Les altérations de la
chromatine peuvent étre observées sous forme djaél irradiation peut aussi engendrer
des aberrations chromosomiques telles que desiahséet des translocations, pouvant
conduire & une instabilité génomique. Les dommagelSADN ont un impact prépondérant.
lls surviennent sous différentes formésg(re n°4 ; Hoeijmakers, 2001
Les cassures double-brinkes deux brins sont rompus, ce sont les dommagelus
déléteres. S’ils sont non-réparés, ils entrainemdrte définitive de l'information génétique
concernée. Il existe deux types de réparation.reanjgre est la Recombinaison Homologue
(RH) qui permet une réparation fidele mais néceskit présence de la chromatide saceur
(phase S/G2). La seconde est la Jonction d’ExtésmMon-Homologue (NHEJ), qui est
majoritaire et permet la ligature des deux brinepas mais peut toutefois donner lieu a des
erreurs ou a une mutation du géne concerné. Laatipa des cassures double-brin survient
rapidement. Le pic de signalisation des dommagesgiesu géenéralement autour de 30
minutes/1 heure post-radiation et décroit au fuae ehesure de la réparatiorKato et al,
2008; Martin et al, 2013.

Les cassures simple-brin Un seul brin est rompu. La réparation des casssireple-brin
s’exécute généralement rapidement par le procedsuRéparation par Excision de Base
(BER). Or, si elle est mal exécutée ou altérée @weau, elle peut conduire a une cassure
double-brin(Caldecott, 2008

Altérations des bases kes bases peuvent étre oxydées, altérées, voirggm & cross-
link ») entre elles. La réparation de ces dommages surgénéralement rapidement par
processus de BER. Les pontages inter-brins peuwaint a la réplication, s'ils sont mal

réparés, ils peuvent également conduire a Il'apparitd'une cassure double-brin
(Niedernhoferet al,2004; Ding, Greenberg, 2007
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Agent génotoxique

\J \/ \/ \J

Rayons-x uy

Radicaux oxygénés Hydrocarbones ;a‘;frls__x Erreur de
Agents alkylants aromatigues .|s— " l.ne. = réplication
Mitomycine C

Reéactions spontanées polycycliques

Uracile Adduits Cassure double- Erreur &-G /
Site abasique (6-4)PP brins Erreur T-C
8-Oxoguanine Dimere cyclobutane  Pontage inter-brins Insertion
Cassure simple-brin pyrimidine Deletion
Reparation Reparation lonction d'Extremites « Mismatch»
w Base-Excision » « Mucleotide- MNon-Hemelogue (WHE!) Reparation
{BER) Excision » (MER) Recombinaison

Homologue (RH)

Processus de réparation

Figure n°4 : Les différents types de dommages de I'’ADN.
Adapté deHoeijmakers 2001

ii. Membranes plasmiques & Constituants lipidiques

Les bicouches lipidiques formant les membranesnptises sont composées de

phospholipides (phosphoglycérides, sphingolipidgkjcosyl-phosphatidyle inositol), de

cholestérol, et de protéines périphérigues ou mmansbranaires organisées au sein de

domaines lipidiques. L'altération des membraneséspirradiation aura, tout comme

l'altération de I'ADN, un impact majeur sur la ad#é. Ces caractéristiques ont pu étre

~

identifiées en partie grace a [l'utilisation de wéges lipidigues ou de membranes

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

notamment une peroxydation des lipides, des madagatiu métabolisme des sphingolipides,

et une réorganisation des microdomaines de la namabr
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La peroxydation des lipides Sur le plan structurel, l'irradiation provoque garticulier une
fragmentation et une peroxydation des lipides gucdmpose. Les membranes plasmiques
contiennent des lipides polyinsaturés présentast diible-liaisons sur certains de leurs
carbones de leur chaine carbonée. Ces carbonesusm#ptibles de réagir avec les radicaux
oxygénes produits lors de lirradiation apres ridie de I'eau. Ceci produit un radical
lipidique qui pourra a son tour réagir avec uneéuoole d'Q, conduisant ainsi a la formation
d’'un lipide hydroperoxydé. Les conséquences soataliération de la fluidité des membranes

plasmiques et de leur perméabilitélianese, Dainiak, 2003

Communication inter-cellulaire La membrane plasmique contient des protéines de
communication dites « jonctions Gap » constituéesCdnnexines. Aprés irradiation, ces
jonctions permettent une diffusion des signauxaawliuits aux cellules voisines permettant
la diffusion du stress oxydant et des dommagess@vapromporret al, 2013; Feineet al,
2012. Egalement, I'irradiation conduit & une augmeatate la perméabilité inter-cellulaire,
phénomeéne bien établi chez les cellules endotkéliatonduisant a une perturbation de
I'équilibre osmotique entre les compartiments dtapparition de dysfonctions tissulaires,
(Evanset al, 1986; Younget al,2011; Fauquettest al,2012).

Les Sphingolipides & Réorganisation des domainpilijues —Les sphingolipides sont
caractérisés par une structure dérivée d’'une longame sphingosine. Constituants essentiels
de la membrane lipidique, ils peuvent étre localiaé sein de microdomaines tels que les
rafts ou les cavéoles. Les voies de synthése de cegdigiont diversesiigure n°5 ; Bartke

et al, 2009. Certains d’entre-eux sont dits « bio-actifs »s@tt largement impliqués dans les
mécanismes de transduction de signaux cellulaies. plus étudiés sont le Céramide et la
Sphingosine-1-Phosphate (S1P), dont les rolesauagonistes. En effet, si le Céramide est
connu pour ces réles notamment dans la mort cebukt la différenciation, la S1P a des
effets opposés et contribue a la prolifératiorslavie, la migration. L'irradiation est capable
de déseéquilibrer cette balance en induisant largéné de Céramide dés les premiéres
minutes, suite a la translocation de I'enzyme Sgdmmyélinase acide (ASMase) a la
membrane. Ceci induit la mort cellulaire indépendent des dommages de I'ADN et de
p53. De la méme facon, la déficience en ASMase iindoe résistance a l'apoptose
radioinduite, Haimovitz-Friedmaret al, 1994 ; Santanat al, 1996; Wright et al, 1996.

Les rafts sont des microdomaines lipidigues membranairesctear en sphingomyéline,

céramide, cholesterol, phospholipides et en preg@membranaires. Il a pu étre observé que
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lirradiation, tout comme d’autres stimuk.g. TNFa, ROS, UV), induit une redistribution des
microdomaines a la surface des membranes, impliguanfusion degafts et conduisant a la
formation de plateformes lipidiques permettant tiaation de transduction de signaux. En
particulier, il a pu étre observé que la relocsiisadu Céramide au sein de plateformes se
produisait via I'activation de 'ASMase par les R@&nérés suite a l'irradiatioBipndaet al,
2007). Cette redistribution en plateformes peut pemeette rassembler a forte densité
certains récepteurs membranaires conduisant aaasivhtion et la transduction de signaux,
(Cremestiet al, 2001; Grassméet al, 2003; Bollinger et al, 2005; Rotoloet al, 2005; Corre

et al,2010; Stancevic, Kolesnick 20)0

Serine + palmitoyl CoA Lipids
&
l SPT I
I
. . Ethanolamine-1-phosphate +
3-Keto-dihydrosphingosine Hexadecenal
l KDS [ S1P lyase
SPP.
Dihydrosphingosine " . e
(Sphinganine) & J
Fatty acyl CoA SK
CDase“ iérs (LASS) CDase‘ \CEFS
D = EaD
SMase \
SMS e
GCS
- DAG

Sulphatide

Glycosphingolipids

Figure n°5: Métabolisme des Sphingolipide, (Bartkeet al,2009.
SPT, Serine palmitoyl transferase ; KDS, 3-ketordibsphingosine reductase ; CDase, Ceramidase ;
CerS, Ceramide synthase ; SK, Sphingosine kin&&¥ase, Sphingosine phosphate phosphatase ;
DES, Dihydroceramide desaturase ; SMase, Sphingorage ; SMS, Sphingomyelin synthase ;
DAG, Diacylglycerol ; GCS, Glucosylceramide synta$C, Phosphatidylcholine ; GCase, Glucosyl
ceramidase ; CK, Ceramide kinase ; C1PP, C1P phtagh
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iii. Organelles

Lirradiation entraine également une altérationlalestructure et de la fonction des

organelles cellulairesspmosy, 2000
Mitochondrie —Selon le type cellulaire, les mitochondries ocecupg a 25% du volume
cellulaire. Elles sont le siége de la respiratieliutaire, et ’ADN mitochondrial contient 13
génes sur 37 codant pour des sous-unités des carsple (ou NADH-ubiquinone
oxydoreductase), Il (ou Ubiquinol ferricytochrorneoxydoreductase), IV (ou cytochrome ¢
oxidase) et V (ou ATP synthase) de la chaine raspie. Les sous-unités du complexe 1l (ou
Succinate déshydrogénase ou Succinate-ubiquinoyabeductase) et les autres sous-unités
des complexes |, I, IV et V sont codées par I’ADNcléaire, Figure n°6).
L’irradiation peut induire des dommages de ’ADNtochondrial, altérer la respiration, et
altérer la structure des mitochondrigs. stress oxydant radio-induit est autant mis arsea
gu'’il est aussi une conséquence. En effet, aprasliation, la mitochondrie présente des
dysfonctions, ce qui entraine la génération de R@8chondriaux (en particulier, I'anion
superoxyde ). Il a pu étre observé que l'irradiation peut imdwne altération de I'activité
des complexes |, Il, et Ill, associée a une augatiem de la génération de superoxydes
mitochondriaux et a une altération du potentiel femaire. Ces phénoménes peuvent
perdurer dans le temps et étre associés a l'ajparite dysfonctions tissulaires via le
maintien d’'un stress oxydant et/ou de l'altérationmétabolisme,Rearceet al, 2001; Slane
et al,2006; Dayalet al,2009; Aykin-Burnset al,2011; Barjaktarovicet al,2011; Azzamet
al, 2012; Yamamoriet al, 2012; Kam, Banati, 2013 Il a également été montré qu’une
déficience dans le complexe | protege de la moltule@e radio-induite notamment via
I'altération de I'expression de p53 et de son #@éj\(Comptonet al,2011).
Il a également pu étre observé que la masse miaiciabe et le nombre de copies du génome
mitochondrial sont augmentés apreés irradiationsriast toutefois suggéré qu’il s’agit d’'un
moyen de maintenir les fonctions des cellules iéesl 1l a ét¢ montré que les cellup,
dépourvues d’ADN mitochondrial et donc de chainspiratoire compléte, sont plus
résistantes au stress oxydant que les celluledéficientes, Rark et al, 2009. Cependant,
ces cellules sont capables d’augmenter leur powaioxydant, notamment en produisant
d’avantage de MnSOD (pour Manganese Superoxide udé&sa, ou SODZ;

). Or, la surexpression de MnSOD permet une prioteatontre la cytotoxicité radio-
induites, Epperlyet al, 1998, 2002, 2008Murley et al,2006; Kam, Banati, 20183
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L’irradiation conduit également a des modificatiasla structure des mitochondrieslafs,
Bresloff, 1966§. Leur volume peut étre augmenté. La qualité dseaé@ mitochondrial
(fragmentation versus élongation) peut étre moglifi€ a pu étre observé que l'irradiation
induit chez le fibroblaste une augmentation peasist de la génération de superoxydes
mitochondriaux (avec un pic a 3 jours post-irradi@, associé a une acceélération de la
fission mitochondriale dépendante de la protéinglDKobashigaweet al, 2017). Il semble
toutefois que ceci ne soit pas systématiguement¢reds Barjaktarovicet al, 2011). Il a
également été montré qu’un traitement pa®Hnduit une fragmentation des mitochondries
visible dans les premiéres heures, mais que latateidu réseau est rétablie les jours suivants
faisant appel aux processus de fusion/fission lat génération de nouvelles mitochondries,
(Jendractet al, 2008.

En conséquence, si l'irradiation entraine une peeerwvague de stress oxydant, il semble que
les mitochondries endommagées peuvent ensuiterémonsables d’'une seconde vague

pouvant persister dans le temps et participemaise en place d’'un stress chronique.

L e

?ﬁ%’%’“ SRRty W‘%’%
wwm %%MW&” %%%}Mfrmﬁ&%
H * ittt H ........... H P e > H +

NADH NAD* Succinate Fumarate 0, H,O0 ADP ATP

Figure n°6 : Représentation de la chaine respiratoire mitochondale et de ses

complexes Complexed : NADH-ubiquinone oxydoreductase ; Compléke Succinate
déshydrogénase; Complebtke : Ubiquinol ferricytochrome c oxydoreductase ; QdexelV :
Cytochrome c oxidase ; CompleXe: ATP synthase@ : Coenzyme Q Cyt ¢ : Cytochrome c.

Autres organelles Brievement, suite a l'irradiation, le nombre etvi@dume des lysosomes
augmentent ainsi que l'activité des enzymes lysa@desn L’irradiation induit également une
dilatation, une « vésicularisation », et une fragtagon du réticulum endoplasmique.
L’irradiation induit une fragmentation en vésicules un réarrangement de l'appareil de
Golgi, (Somosy, 200p
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b Signalisations & devenirs cellulaires

Selon la dose d'irradiation délivrée et les candstigues intrinséques a chaque cellule
ciblée — leur type cellulaire, leur fréquence deision, leur oxygénation, leur capacité de

réparation des dommages, etc... — la réponse cedlidara différente.

i. Arrét dans le cycle cellulaire

L’exposition des cellules aux radiations ionisanéegrainent un arrét dans le cycle
cellulaire. Le cycle cellulaire eucaryote compreutre phases successives, la phase G1, la
phase S de réplication, la phase G2 et la phase Mitbse, fFigure n°7). L'avancée dans le
cycle est régulée par l'activité des complexes Qutlur Cycline dependant kinase)-Cycline.
L’expression des Cyclines varie au cours des phéaisegcle conditionnant ainsi I'activité des
Cdk. Globalement, I'activité des Cdk est aussi liégpar des protéines kinases comme Weel
et CAK (pour Cdk Activating Kinase), par des pro&s phosphatases Cdc25, et par des
protéines inhibitrices CKI (pour Cdk inhibitor) ket que p21, p16, p27 et p57. Au cours du

cycle, différents points de contréle @heckpointssont présents et veille au maintien de

Figure n°7 : Mécanismes de contr6le du cycle cellulaire.
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lintégrité du génome. Ces différertbeckpointsont présent a la transition G1t®éckpoint
G1/S), dans la phase Bhéckpointintra-S), et a la transition G2/MHeckpointG2/M). lIs
sont notamment activés en présence des dommadésDiie ou d’'autres défauts d'intégrité
du génome. La réponse aux dommages passe dansmigptemps par une détection et une
signalisation par des protéines « senseurs »dptvation de leurs ciblesk@stan, Bartek,
2004; Houtgraafet al, 2006. Les principaux senseurs sont deux membres taridle des
sérine/thréonine kinases PI3KK (pour Phosphatidgitol 3-OH Kinase related Kinase) : la
protéine ATM (pour Ataxia Telangiectasia Mutated) la protéine ATR (pour Ataxia
Telangiectasia and Rad 3 related protein), aing lgurs cofacteurs respectif$,o¢ejoy,
Cortez, 200%

La protéine ATR est davantage décrite pour étrsesandes fourches de réplication
bloquées. La stabilisation de ces fourches estiperpar le recrutement des protéines RPA
(pour Replication Protein A), ATRIP (pour ATR-In&eting Protein) et ATR, au niveau des
zones simple-brin de 'ADN,Zou, Elledge, 2003 Nam, Cortez, 2001 L’activation d’'ATR
se marque par sa localisation au niveau de cefsjtar la phosphorylation sur la sérine 428.
Cette activation permet notamment ensuite I'adtivepar phosphorylation de la protéine de
contrble du cycle Chkl (pour Checkpoint kinaseéting/thréonine kinase) sur la sérine 345,
et par la phosphorylation de la protéine p53 swséldne 15 et de la protéine Rad17 sur les
sérines 635 et 645Tipbettset al, 1999; Bao et al, 200]). L'activation de Chkl permet la
phosphorylation des Cdc25 ce qui induit leur exolugiu noyau et leur dégradation. Ceci
conduit a linhibition des complexes CDK-Cyclineloguant ainsi I'avancée du cycle.
L’activation de p53 conduit a 'inhibition de sagtadation par Mdm2 (pour Mouse double
minute 2), et a I'expression de p2l. Ce derniefies@ux complexes CDK-Cycline et les
inhibent, contribuant ainsi a I'arrét du cycle aédire.

La protéine ATM tient quand a elle un role clé dinsignalisation des dommages de
I’ADN. Lors de la présence de cassures double-pAid et le complexe MRN (constitué
des protéines Mrell, Rad50, et Nbsl (pour Nijmdgyeakage Syndrom 1)) sont recrutés au
niveau du site de cassure. L’'activation d’ATM si [p@r reconnaissance du dommage ADN
et par autophosphorylation sur la sérine 1981. fidkese ainsi d’une forme dimérique inactive
a une forme monomeérique activeBakkenist, Kastan, 2003 L’'activation d’ATM est
dépendante de son interaction avec le complexe MRNADN, (Uziel et al, 2003.
Cependant, ce signal doit étre amplifié pour auaifmpact. Pour cela, ATM va phosphoryler
les histones H2AX sur la sérine 139HRAX) sur plusieurs mégabases au niveau des

cassures,Hogakouet al, 1999. Ceci permet le remodelage de la chromatine etdaitement
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des substrats d’ATM et des facteurs de réparatmri’ADN, (Fernandez-Capetill@t al,
2004 ; Bonner et al, 2009. Les substrats d’ATM sont nombreux et peuventamohent
conduire a l'arrét du cycle, la réparation de I'A@NIla mort cellulaire,urz, Lees-Miller,
2004; Shiloh, Ziv, 2013. Dans le cas de l'arrét du cycle, ATM va notamimactiver la
protéine Chk2 (pour Checkpoint kinase 2, sérinéihine kinase) par phosphorylation sur la
thréonine 68, et p53 sur la sérine 15. Chk2 pealeégent phosphoryler p53 sur la sérine 20.
La protéine p53 phosphorylée n'est plus dégradéd/pan2, et permet alors I'expression de
p21. Chk2 et p21 vont alors inhiber I'activité deBK-Cycline, conduisant ainsi a I'arrét du
cycle cellulaire. Il a aussi été montré qu'ATM peaguler en phase S/G2 le recrutement
d’ATR a la chromatine pour le contrdle du cycle elégant de Chk1 suite aux dommages de
I’ADN aprés irradiation, Cuadradeet al, 2006).

Il est a noter que si les substrats Gitkférentiels sont respectivement Chk2 pour
ATM et Chkl pour ATR, il a été montré qu’ATM estadgment capable d’activer Chkl et
guU'ATR peut activer Chk2, Gatei et al, 2003; Pabla et al, 200§. De méme, la
phosphorylation de H2AX peut aussi étre effectuée ATR au niveau des fourches de

réplication bloquées.

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

Nous décrirons ici les principales voies de répamat impliquées en réponse aux
dommages de I’ADN induits par les rayonnementssiamis, Figure n°4).
La Jonction d’Extrémités Non-Homologues (NHEJX}'est la voie de réparation majoritaire
des cassures double-brins (CDB)/ang, Lees-Miller, 201)3 Elle est mobilisable dans toutes
les phases du cycle cellulaire. Elle s’effectuetrams étapes : dans un premier temps, les
extrémités libres de 'ADN sont reconnues et sisdds par le recrutement des protéines
Ku70 et Ku80, qui vont se complexer avec la praddiNA-PKcs (pour DNA-PK catalytic
subunit, membre des PI3KK), formant ainsi la DNA;Pigure n°8). Ceci permet la
protection des extrémités libres d’ADN contre liantd’exonucléases, mais permet aussi aux
deux complexes DNA-PK sur chaque extrémités densdtbmériser, et ainsi de stabiliser les
extrémités libres et de recruter les facteurs garation des étapes suivantes. Le recrutement
a ’ADN et la complexation avec Ku70/80 permettardux seuls d’activer la fonction kinase
de la DNA-PKcs, Gottlieb, Jackson, 1993eFazioet al,2002.
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La détection de l'activation de la DNA-PKcs au &de la réparation se détermine par son
autophosphorylation sur la sérine 2036efhatsuet al, 2007). La protéine ATM peut
également phosphoryler la DNA-PKcs suclesterde la thréonine 2609Chenet al, 2007).
L’autophosphorylation sur la sérine 2056 et la phasylation sur la thréonine 2609
permettent de laisser I'acces du site de cassuxeaatres protéines de réparation via un
changement de conformation, et leur activii&g\(iset al, 2010).

Dans un second temps, une fois la DNA-PK activés, grotéines de « maturation » sont
recrutées. Ceux sont les ADN polymérases [A,da polynucléotide kinase (PNK), et la
protéine endonucléase Artémis. Ces protéines venhgttre de « nettoyer » les extrémités
libres et de former des extrémités franches. Erfans un dernier temps, la DNA-PK va
permettre le recrutement des protéines du comp¥REC4 (pour X-ray Repair Cross

7

}

Dse

Ku70/80 l
DNA-PKcs Artemis
\ &
@l
PNKP
DNA polymerases
mu [/ lambda l

Classical NHEJ
Active throughout the cell cycle

Figure n°8 : Représentation du mécanisme de la réparation deagsures double-
brin par Jonction d’Extrémités Non-Homologue (NHEJ).
Adapté deNang, Lees-Miller, 2013
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Complementing protein4)-ADN Ligase IV-XLF (pour X®2 like factor, ou Cernunnos) sur
le site de cassure afin de ligaturer les deux mités franches.

Il est a noter que I'étape de « nettoyage » deassure est susceptible de donner lieu a une
modification de la séquence génétique en questord@létion/insertion de bases. La NHEJ
peut donc donner lieu a I'apparition de mutations.

Egalement, la DNA-PKcs posseéde des substrats cosiauet ATM et ATR. Elle est capable
notamment de phosphoryler H2AX sur la sérine 1338f(et al, 2004 et de phosphoryler p53
sur la sérine 15 et 37,des-Milleret al, 1992; Hill, Lee, 2010.

La Recombinaison HomologueGette voie peut se réaliser lorsque la chromataerr est
présente (phase S-G2), et permet la réparation ddesmages sans causer de perte
d’'information génétique. Elle nécessite trois ésapEigure n°9; Hoeijmakers, 2001 La
premiere étape est la phase d'initiation et mgear’activité exonucléase 5-3’ du complexe
MRN (substrat d’ATM) afin d’exposer les extrémitds Les protéines RPA vont alors se

positionner sur ces extrémités afin de les stailet faciliter le recrutement de Rad51 sur

D5SB
ATM t====n MRN CDK
CtiP
—_— 3y
J RPA
—836‘ B»W e AR
: } ] RADSI filament !
; — BT ;
Strand invasion
HR initiation
T e,
P e ARl L
SDSA DSB repair
Strand displacement Second end capture
',r i

Figure n°9 : Représentation du mécanisme de la réparation deagsures double-brin
par Recombinaison Homologue(Branzei, Foiani, 2008
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'ADN. Ce recrutement est également stimulé pargestéines BRCAL1 et BRCA2 (pour
Breast Cancer 1 & 2) qui peuvent étre elles-mértigéaes par ATM. Rad51 va alors pouvoir
amorcer la recherche de la chromatide sceur avele e Rad52 et Rad54, afin de former
une jonction d’Holliday. Les brins stabilisés vatbrs pouvoir interagir avec les brins de la
chromatide sceur, c’est la phase d’appariementnEpéndant la derniére phase, la phase de
résolution, les polymérases ADM et ¢ vont amorcer la synthése d’ADN, et une fois la
polymérisation terminée, la jonction d’Holliday & refermer et la ligature des brins néo-

formés se fait par ’ADN ligase I.

La Réparation par Excision de Base (BEREe processus permet la réparation des cassures
simple-brin et des altérations de basésgyre n°10; Caldecott, 2008 Il tient un réle
important dans le maintien continuel de I'intégritké génome. Lorsqu’'une base est altérée,
une ADN glycosylase entre en jeu afin de I'élimieércréé ainsi un site abasique. Ce site est
alors reconnu par I'endonucléase APE1 (pour Apatipyrimidinic Endonuclease 1) qui va
hydrolyser le lien 5 phosphodiester, créant ains¢ cassure simple-brin. Cette cassure est

alors reconnue et signalée par PARP1 (pour Poly-ARili®se Polymerase 1) et PNK (pour

DNA DAMAGE
Glycosylases
PROCESSING OF
DAMAGED DNA
| APE1

1 PARP, PNK

4 *

SHORT PATCH BER LONG PATCH BER

DNAPol-B, Pol-b/e

DNA Pol-p PCNA

REPAIR 2
FEM 1
T

KRCC1 .

Ligase3 " ligasel
ADHESION g i PO
OF ENDS

Figure n°10 : Représentation du mécanisme de Réparation par Exsion de Base (BER).
Adapté deHoutgraafet al, 2006
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Polynucleotide Kinase), et va pouvoir étre répgraeShort Patch BERu parLong Patch
BER Le Short Patch BERU BER a « breche courte » est le processus rajerill met en
jeu 'ADN Polymérase3 et XRCC1 qui vont remplacer le nucléotide manquahti’ADN
Ligase Il qui ligaturera le brin. Léong Patch BERou BER & « breche longue » est le
processus alternatif. Il met en jeu 'ADN Polyméraud et PCNA (pour Proliferating Cell
Nuclear Antigen) qui vont pouvoir resynthétisefrigment d’ADN porteur de la lésion, (2 &
10 bases). Ensuite I'endonucléase FEN1 (pour RiagtBre-Specific Endonuclease 1) incise
le brin Iésé, et 'ADN Ligase | ligature le brinaxormé.

Foyers de cassures double-brin&r pratique, la phosphorylation de H2AX est couranim
utilisée pour la détection des cassures doubleslfon de fourches de réplication bloquée si
la phosphorylation est due a ATR) qui sont alosbleés sous forme de foyers. Les foyers
d’autres facteurs de la signalisation/réparatidormeeATM phosphorylé, Nbsl, 53BP1, etc...

sont aussi utilisés afin de confirmer la natureldmmage, Bonneret al,2008.

Signalisation en absence de cassurdsactivation des protéines de réponses aux domsage
de I'ADN n’est pas strictement dépendante des cassdouble-brin de I'ADN. Une
modification de I'organisation de la chromatine sstceptible d’activer ces voies en absence
de cassure. En effet, les travauxStmitoglou & Misteli en 200®nt montré I'activation des
voies dépendantes d’ATM et de la DNA-PK a l'aiderd’'systéme forcé de surexpression et
d’association stable a la chromatine de cofactderg, ATM, Nbsl, Mrell, MDCL1...). De
plus, Bakkenist & Kastan en 2008nt montré qu’'une modification de la structure lde
chromatine a lI'aide de Chloroquine (intercalant’d®N) ou de Trichostatine A (inhibiteur
d’histone déacetylase) permet I'activation d’ATMlo#s, le signal d’ATM phosphorylé sera
visible sous forme diffuse dans le noyau et norsdoune de foyers. Un stress hypoxique
pourra également présenter ce profideiicokovaet al, 2009. Il a également été montré
gu’'un stress hypoxique entraine des modificatiantacchromatine activant DNA-PKcs de la
méme facon qu’un traitement a la Trichostatine tAque I'utilisation d’Acide Anacardique
(inhibiteur d’histone acetyl transferase) permetdetrecarrer I'activation de DNA-PKcs en
hypoxie, Bouquetet al,2011).

Ainsi, le remodelage de la chromatine est un pdintians I'activation des protéines majeures

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

Les conséquences délétéres induites par les @whatiionisantes résident
essentiellement dans I'altération des membraneg €ADN, et dans la signalisation qui en
résulte. En outre, ces altérations, si elles népasréparées ou tolérées, contribuent a la mort
de la cellule. Cette mort cellulaire survient pipalement sous deux formes: une mort
cellulaire programmée dite « pré-mitotique » ou ppse ; ou, une mort cellulaire post-
mitotique, passive, qui survient face a la présesreedommages ADN non-réparés et/ou

d’aberrations chromosomiques, conduisant alorseamitose abortive.
liia. L’apoptose

Ce processus de mort cellulaire est un mécanistogytigue programme qui survient
dans les premieres heures post-irradiation. llcgapagne d'un arrondissement et d’'une
rétractation de la cellule, d'une condensation aleHromatine, une exposition externe des
phosphatidylsérines, et d'une fragmentation de NAQpar environ 200pb) et du noyau.
L’apoptose met en jeu la fuite du Cytochrome c denlitochondrie et l'activation de
protéases, les Caspases (pour Cystein Asparticspeicific protease), qui clivent un grand
nombre de cibles dont les Lamines, la PARP, (paly-RDP Ribose Polymérase), et I'lCAD

(pour Inhibitor of Caspase activated DNase). Céadudit a la fragmentation cellulaire, la
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Figure n°11 : Apoptose radio-induite, (Priseet al,2009.
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formation de corps apoptotiques et la destructiedadcellule. Il existe une voie d’apoptose
dite « extrinséque », qui dépend de l'activationréeepteurs de mort membranaire par leur
ligand (.g. Fas/Fas-ligand), et une voie dite « intrinsequgqui, dépend du relargage de
Cytochrome c par la mitochondrigsigure n°11). L’activation des ces voies, qui dépend du
contexte cellulaire, peut avoir différentes origin€houet al, 2009 :

La voie d’activation dépendante de la signalisatimucléaire et de p53 +a présence de
dommages de 'ADN va en particulier permettre utebiisation, une activation et une
augmentation de I'expression du facteur de trapsori p53. Non seulement I'activité de p53
peut conduire a I'arrét dans le cycle cellulaira Vinduction de I'expression de p21, mais
peut conduire aussi a I'apoptose, si les dommages teop importants, via I'induction de
'expression de Fas, ou linduction de l'expressida facteurs pro-apoptotiques et la
répression de facteurs anti-apoptotiques de lall@amcl-2, (cf. plus bas e.g. Bax, Bcl-2,
Bcl-xL, Noxa, Puma Figure n°11 & 15). L’activation de p53 sera notamment possibldaia
signalisation dépendante d’ATM et/ou ATR soit diegoent par phosphorylation de p53, soit
via l'inhibition de Mdm2. En effet, Mdm2 se fixep®d3 non-phosphorylé sur son domaine de
transactivation et bloque son activité transcrimtiglle, et induit sa dégradation par le
protéasome. La protéine p53 est également capabliduide I'expression de Mdm2. Par
conséqguent, I'augmentation de p53 apres irradigtimurra conduire a une augmentation de
Mdm2 formant alors une boucle de régulation négathur p53, l(owe et al, 1993;
Nowsheen, Yang, 201,2Shiloh, Ziv, 2013.

La voie d’activation dépendante des récepteurs de L 'activation de ces récepteurs par la
liaison de leur ligand conduit & leur oligomérieatiet a I'activation de la voie extrinséque de
'apoptose via I'activation de la Caspase Big(re n°11). Par exemple, aprés irradiation,
l'activité de p53 est capable d’induire 'expressiu récepteur Fas. Fas (ou CD95 ou APO-
1), appartient & famille des récepteurs du TNFuipaumor Necrosis Factor). L'irradiation
peut également activer Fas directement a la membpar la formation declusters
indépendamment de Fas-ligand. D’autres types dmdigécepteurs de mort peuvent étre
activés sous irradiation, par exemple, TRAIL (pddiF-related apoptosis inducing ligand), et
DR5, (pour Death Receptor S5xHearcet al, 1997, 2003 Niemoaller, Belka, 200Q

La voie d'activation dépendante de la génération@iramide a la membrane Gomme
enonceé préceédemment, il a été montré que les i@agdngendrent des les premieres minutes

une translocation de '’'ASMase a la membrane, inddg@ment des dommages de I'’ADN et
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Figure n°12 : Apoptose radio-induite & Céramide.
A. Apoptose radio-induiteKlesnick, Fuks, 2003
B. Translocation membranaire de 'ASMase et générateCeéramide.

de p53, conduisant ainsi a la conversion de langpmyéline en CéramideH&imovitz-
Freidmanet al, 1994; Kolesnicket al, 1994; Kolesnick, Fuks, 2003Beckhamet al, 2013.
Le Céramide généré peut alors étre relogé au seiplaleformes lipidiques induisant ainsi
I'activation de voies de signalisation conduisartapoptose, Figure n°12A & B). Vit &
Rosselli en 2003ont montré chez les lymphoblastes que cette oadidlaire dépendante du
Céramide pouvait également dépendre d’'une syntii@s®vovia I'activation de Céramide

Synthase (CS) apres dommages de I'ADN. Il s’agitdione seconde vague de Céramide
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survenant dans les heures post-irradiation, et Bmpparition est dépendante de la premiere
vague dépendante de I'ASMase. S’ils montrent auss dépendance d’ATM dans
I'activation de la CSl.iao et coll,en 1999montrent au contraire qu’ATM est un répresseur de
la CS, Figure n°12A).

La voie de mort dépendante du Céramide revét uperiance chez les cellules présentant
une forte activité de 'ASMase, en particulier, lesllules endothéliales, mais aussi les
lymphoblastes, les pneumocytes, les fibroblast8ant@naet al, 1996; Liu et al, 1997,
Maratheet al, 1999. De plus, contrairement aux cellules cyclantest danpact majeur des
radiations passera par une mort post-mitotiquepla dépendante du Céramide concernera
les cellules cyclantes comme les cellules non-cyela Le type cellulaire conditionnera
également la dépendance de la voie de mort emgrum®3 versus ASMase. Par exemple,
les cellules endothéliales seront protégées deold cellulaireradio-induite chez les souris
asmase-/mais ne le seront pas chez les sopf8-/- Inversement, les thymocytes seront
protégés de la mort cellulaire radio-induite chez $ourigp53-/- mais ne le seront pas chez
les sourisasmase-/-(Figure n°13). Une déficience en ASMase, et donc en Céramidet p
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Figure n°13 : Indépendance des voies p53 et ASMase.

Adapté deKolesnick, Fuks, 20Q3Santanaet al, 1996; Pefiaet al, 2000; Pariset al, 2001).
Marquage des cellules apoptotiques par TUNEL (Tieahdeoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Niok
Labelling ; marquage marron) sur tissues de thymogimon (endothélium), intestin (endothélium),yestéme
nerveux central (endothélium), de souris sauvag@s/pou asmase-/-, a 4 a 10h post-irradiation maife totale.
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donc permettre une résistance a I'apoptose radioiim selon le type cellulaireSéntanaet

al, 1996; Pefaet al, 2000; Pariset al, 2001; Lozanoet al, 2001 ; Kolesnick, Fuks, 2003
Beckhamet al, 2013. La radioprotection des cellulesmase-/peut étre levée par addition
de Céramide exogenel.dzano et al, 200]). Inversement, la surexpression de 'ASMase
augmente la mort cellulaire aprés irradiatio®mith, Schuchman, 2008 Egalement,
l'utilisation d’anticorps anti-Céramide permet uimhibition de I'apoptose endothéliale en
inhibant la formation de plateformes enrichies énathide, Rotoloet al, 2012).

De plus, il a également été montré une corrélaitne radiorésistance et défaut de formation
de larges plateformes membranaires contenant dantiee ; ceci étant associé a un défaut
d’activation et de translocation de 'ASMase. Cellutes montrent également un fort pouvoir
anti-oxydant (Glutathion), et un traitement pro-damt permet de contrecarrer la
radiorésistance et de réactiver la voie de TASM&m®ndaet al, 2007).

La signalisation pro-apoptotique engagée une ®iSdramide généré demande encore a étre
mieux décrite. Cependant, il a pu étre montré quer8le de second messager va notamment
induire l'activité de facteur pro-apoptotiques, particulier Bax et Bak, (cf plus bas).
L’extinction in vivo de Bax ou de Bak suffit a bloquer la mort desutedl endothéliales
intestinales murines aprés irradiation sur corpseen(Rotolo et al, 2009. Le Céramide
stimule I'incorporation de Bax dans la membraneonfibndriale externe, activant ainsi le
relargage de Cytochrome c et I'activation de lap@ae 3,Kim et al,2001; Leeet al, 2011).

De plus, dans les cellulesmase-/-Bax ne se réorganise pas a la mitochondrie néy é& pas

de relargage de Cytochrome c. Ceci peut étre répal I'addition de Céramide ou par
transfection avec #smase montrant ainsi I'importance de I'axe ASMase/Cédandans
I'activation de Bax et 'engagement de I'apoptds&shkaret al,2009.

Il a également été décrit suite a la génératiortCdmmide, une activation de la voie JNK
(Verheij et al, 19998, et une inhibition de la voie PI3BK/AKTZ(ndel, Giaccia, 1998toutes
deux favorables a une signalisation pro-apoptotique

La voie d’activation dépendante de l'atteinte dieedes mitochondries L’irradiation peut
provoquer aussi une altération directe de la maadnie susceptible de conduire au relargage
de Cytochrome c. L'utilisation de mitochondriesléss et irradiées en traitement sur un
systeme cytosols/noyaux non-irradiés, suffit a irlune réponse apoptotiquéafiejaet al,
2001). D’autre part, la mitochondrie, comme la membrpfeEsmique, contient du Céramide,
(Bionda et al, 2009. Le Céramide peut former des canaux au sein dendanbrane

mitochondriale et provoquer le relargage des pmetiintermembranaires comme le
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Cytochrome c, Siskind et al, 2006. Il a pu étre montré en réponse aux radiationg, $p
réorganisation membranaire régule la redistribugomioligomérisation de Bax,LEe et al,
20117).

Importance des protéines de la famille Bcl-2.a régulation de I'apoptose est grandement
attribuée a une famille de protéines : les progeela famille Bcl-2 (pour B-cell lymphoma-
2) ou protéines a domaine BHE|dure n°14). Ces protéines ont un pouvoir anti-apoptotique
(protéines a « domaine BH4 ») ou pro-apoptotiquetfines a « multi-domaines » et a
« domaine BH3 seul ») et agissent principalementsgguestration/libération. En effet, en
s’oligomérisant entre elles ou en interagissantc a¥autres cibles, notamment p53, ces
protéines augmentent ou répriment leurs activitésligomérisation des protéines pro-
apoptotiques Bax (pour Bcl-2 associated X protesh) Bak (pour Bcl-2 homologous
antogonist/killer), permet le relargage de Cytoaomeoc au niveau de la mitochondrie, et
I'activation des Caspases. Les protéines anti-apigpies a « domaine BH4 » telles que Bcl-2
et Bcl-xL (pour B-cell lymphoma-extra large) peut/ee complexer aux protéines a « multi-
domaines » et les inactiver, permettant ainsi leintien du potentiel membranaire
mitochondrial, Chipuket al,2004; Leu et al, 2004; Yip, Reed, 2008 Matisseket al,2013;
Figure n°15).

Par ailleurs, les protéines de la famille Bcl-2 également un rdle dans la régulation de la
dynamique mitochondriale : Bax et Bak permettertamonent d’activiter des protéines de
fission telles que Drpl (pour Dynamin-related GTéPasou d’inhiber des protéines de fusion
telles que Mfnl et 2 (pour Mitofusin 1/2), ceci pauat favoriser I'apoptose,Rplland,
Conradt, 201D

2

TI-APOPTOTIC

Bra T =TT} Bz }—{ 7]

(Bel-2, Bel-X, , Mcl-1, Bcl-W, Bfl-1, Bel-B)

PRO-AFOFTOTIC

Muiti-Domain: BH3 BH1 EEE!

(Bax, Bak, Bok)

f====a

BH3-Only: BH3 ™ !

| ikt |
(2id, Bim, Puma, Bad, Noxa
Hrk, Bik. Bmf, Bel-G, Spike)

Figure n°14 : Structure des protéines de la famille B2, (Yip, Reed, 2008
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Aussi, si la stabilisation de I'expression de pSBaapable d’induire I'expression de protéines
comme Bax, elle conduit aussi a la suppressionederession Bcl-2, activant ainsi d’autant
plus le processus d’apoptosea(mset al,2004). Dans ce sens, la mutation chez la souris des
protéines Bcl-2, Bcl-xL ou Bcl-w provoque une foraiosensibilité, et [&O (pour Knock
Out, invalidation du gene) de Bax et Bak provoque fane radiorésistance. Il est d’ailleurs
montré pour de nombreux types de cancers que le Bxatl-2/Bax est un important
déterminant de la radiosensibilité tumorakejtchardet al, 1999, 200Q Leeet al,1999.

D’autre part, les protéines de la famille Bcl-2 dmtcapacité de moduler la formation de
canaux de Céramide au sein de la membrane mitodatdAinsi, les protéines anti-
apoptotiques telles que Bcl-xL et Bcl-2 ont la aafgade désassembler les canaux. Par
ailleurs, lactivit¢ de la Sphingosine Kinase 1 davorisée par Bcl-2, pouvant ainsi
déséquilibrer la balance Céramide/S1Bektaset al, 2009. Il apparait également que le
Céramide et Bax agissent en synergie : les deuXaonapacité autonome de former des
canaux de relargage des protéines intermembrandaesrisant ainsi I'engagement de
'apoptose. Le Céramide a en plus, comme décris plaut, la capacité a moduler la
réorganisation de Bax$Siskindet al,2008; Ganesan, Colombini, 20%Pereraet al,2012).

@ 0%°° &

Cytochmmea ¢

Caspase 9 and 3 activation s death

Figure n°15 : Apoptose & voies de signalisations dépendantes dawtéines de la
famille Bcl-2, (Cotter, 200%.
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liib. La mort post-mitotique

Ce processus de mort implique par définition queelfule concernée soit en cycle ou
entre en cycle. Elle survient lorsqu’'une mitosesiaehéve pas avec succes suite a la présence
de dommages de 'ADN, s’aggravant en dommages absomiques. Puis, s’ensuivent la
formation de micronoyaux et un gonflement cell@dakt enfin la mort de la cellule. Sur le
plan mécanistique, 'ADN endommagé peut recrutes @®ndensines, conduisant a une
compaction anormale de I'’ADN. Il en résulte alorsdéfaut d’alignement des chromosomes
sur les plagues équatoriales au moment de la mitwee ségrégation défectueuse, puis une
polyploidie et une formation de micronoyauilgnk, Shiloh, 2007 Vakifahmetogluet al,
2008. La mort post-mitotique représente une voie dertnmoajeure pour les cellules
tumorales ayant perdu leur capacité a induire papase, et les cellules saines cyclantes en

réponse aux rayonnements ionisants. Elle est dtmbase des effets de la radiothérapie.

iv. Réponse au stress oxydant radio-induit & antioxyglandogénes

L’induction d’espéces réactives de I'oxygene (R@8)moment de lirradiation va
entrainer une réponse cellulaire mettant en jelafg®xydants endogenes de la cellule. Il
existe deux classes d’antioxydants endogenes amgiexydants non-enzymatiques et les
antioxydants enzymatiques. Les antioxydants nowgraatiques incluent le glutathion, les
vitamines C et E, les caroténoides et les flavaamid.e glutathion est un chelateur
hydrophylique et constitue un cofacteur des antlaxys enzymatiques GPX (pour
Glutathione Peroxdase). Les antioxydants enzymesiqguand a eux, incluent les SOD, (pour
Superoxide Dismutase), la Catalase et les GP)u(e n°16; Mikkelsen, Wardman, 2003
Les SOD permettent la dismutation d’'un anion supgie G~ en molécules d’kD, et d’O,.

La Catalase, située dans les peroxysomes, dégraaedlécules d’ pD, en HO et G.. Enfin,

les GPX dégradent I'}D, via I'oxydo-réduction des molécules de glutathion.

Il existe plusieurs isoformes de SOD, toutes cog@ede genome nucléaire, et qui ont une
localisation différente : SOD1 est cytoplasmiqu@D& est mitochondriale, et SOD3 est
extracellulaire. Les SOD sont des métalloprotéir@®D2 est une protéine a Manganeése, elle
est dite aussi MnSOD, et les SOD1 et 3 ont du @w¥idu Zinc et sont dites Cu/ZnSOD.
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Les GPX sont cytoplasmiques. Parmi les isoformas@leX, seules deux sont ubiquitaires :
GPX1 est la plus abondante, son substrat préfétargi HO,, et GPX4, moins exprimées, a
pour substrat préférentiel les lipides hydroper@syd

Il est intéressant de noter que SOD2 et GPX1 sesitsdbstrats transcriptionnels de
p53. lls sont donc susceptibles d’étre induitséponse aux radiations. Il est a noter que dans
le cas de SOD2, p53 est capable d’activer ou dé@mépsa transcription. p53 détient donc un
réle de contrdle en faveur ou en défaveur du stwagdant, conditionnant d’autant plus le
devenir cellulaire. Ces régulations dépendraientaddurée et du niveau de stress oxydant
et/ou d’expression de p53Tgnet al, 1999; Paniet al, 2000, 2011 Perwez-Hussaiet al,
2004; Harmset al, 2004 ; Liu, Xu, 2011; Maillet, Pervaiz, 201R D’autre part, en réponse
aux dommages de I’ADN mitochondrial, p53 est tragsé a la mitochondrie et interagit avec
la mtDNA polymérasey, et induit la réplication de I’ADN mitochondriall’ADN
mitochondrial codant pour des éléments de la chiaggiratoire, cette autre activité de p53
contribuerait également a réguler la formation @SRnitochondriaux,Achantaet al, 2005.

Par ailleurs, en plus de son rdle anti-apoptotitmu@rotéine Bcl-2 détient un pouvoir
anti-oxydant en induisant la relocalisation du @&tlion a la mitochondrie, et I'utilisation de
mimétiqgues des BH3 bloque cet effeinimermannet al, 2007. A linverse, certaines
protéines pro-apoptotiques telles que Bax ont uovpio pro-oxydant en favorisant la
génération de superoxide mitochondriaux par un nmigg® qui reste encore a déterminer,

(Kirkland et al, 2002, 201} De plus, ces protéines étant régulées suitgradiation ceci

H,0
PRXox TRXred
PRXred X TRXox
omoo-._ﬁ 0,- 50D 4o, GPX _ H,0
"NO GSH GSSG
*OH Catalase U
GRd
H,0+ 0,

Figure n°16 : Principaux mécanismes de régulation du stress oxgdt.
SOD, Superoxide Dismutase ; GPX, Glutathione Pdiasé ; GSH, Glutathion ; GSSG, Glutathione
disulphide ; GRd, Glutathione Reductase, PRX, Bgsmoxine ; TRX, Thioredoxine.
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peut expliquer I'installation et la persistancerditress oxydant mitochondriaDduraet al,
2009. D’autre part, si l'utilisation de BH3-mimétiquese semble pas altérer I'activité de
GPX1, gimmermanret al, 2007, la forte expression de GPX1 peut quand a eteime une
diminution de I'expression de Bax;ducheret al, 2009. Il a pu étre également montré que
SOD2 peut interagir avec un large panel de proséapees irradiation, notamment avec Bcl-2,
(Eldridgeet al,2012.

Il existe également un lien entre stress oxydansmtingolipides. Si I'ajout de
Céramide est connu pour un induire une perturbatitochondriale et créer un stress
oxydant, inversement, le stress oxydant peut ieduire génération de Céramide, engageant
ainsi un signal de stress;drcia-Ruizet al, 1997; Goldkornet al, 1998. Il a également été
montré que le Glutathion se fixe a la Sphingomyaseneutre (NSMase), bloquant ainsi son
activité. Par contre, en présence d’'un stress arydka Glutathion capte les ROS et libere la
NSMase, qui pourra alors induire la génération deafide, ((iu et al, 1997, 1998 De plus,
l'invalidation de la Ceramide Synthase 2 provoqunestress oxydant chronique causé par la
perturbation de la chaine respiratoire mitochomelri&igdon et al, 2013; Kogot-Levin,
Saada, 20131l a aussi été montré que l'inhibition de la 8gosine Kinase 1 (SK1) favorise
la génération de Céramide et le stress oxydamju'atversement, un traitement pap®}
induit une inhibition de la SK1Pchejetskiet al, 2007. A I'opposé, un pré-traitement a la
S1P permet d’empécher I'apoptose induite par uesstoxydant a I'bD,, (Moriue et al,
2008. D’autre part, il est a noter que p53 est sudalepd’induire une diminution de SK1,
(Tahaet al, 2004. En somme, la balance Céramide/S1P peut jouedlarimportant dans la
production et la signalisation des ROS. Ainsi,rdidiation favorisant la génération de
Céramide, la dérégulation de la balance Céramidke/Baurra conduire la aussi a la

génération et/ou au maintien des ROS.

Egalement, les Nox (pour NADPH oxidase) sont siguse la membrane plasmique et
sur la membrane des phagosomes, et forment uneespatentielle de ROS d’origine non-
mitochondriale. Les isoformes des Nox ne differgne par la nature de leur sous-unité
catalytiqgue gp91phox (ou Nox2Xleniewskaet al,2019. Ainsi, on distingue les Nox1, 2, 3,
et 5 qui produisent des,Q et les Nox4 et Duox1 et 2 qui produisent de®4HL’irradiation
est capable d’induire I'activité NADPH oxidase,aefgmente I'expression de certaines sous-
unités dont Nox4, p22phox, p47phox, ce qui favol@eformation de ROS, Qollins-
Underwood et al, 2008; Zhang et al, 2012. L’isoforme Nox4 est également capable

d’inactiver le complexe | de la chaine respirat@momduisant ainsi a d’autant plus de stress
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oxydant, Koziel et al, 2013. Egalement, I'expression de la sous-unité cytgeel p67phox

peut étre stimulée par p53alianoet al,2012).

L’irradiation induit aussi l'activation de la NOSpdur Nitric Oxide Synthase)
conduisant a la génération de NO et d’autres espezactives de I'azote ou RNS (pour
Reactive Nitrogen SpeciesMikkelsen, Wardman, 2003En particulier, le NO peut réagir
avec Q" pour former le radical anion peroxynitrite ONQQui pourra également altérer les
macromoléculeslgachet al,2002; Pall, 2009.

Bien que les systemes de régulations soient dfecii est possible suite a
lirradiation, qu’'un stress oxydant chronique stale et donne lieu a linstallation de
linflammation et de dysfonctions tissulaires padtigiques. Les mécanismes a la source de ce
stress oxydant chronique et a l'origine de l'apyami de ces effets sont a I'heure actuelle
encore en cours d’investigation, mais semblentrmeth jeu la persistance de dysfonctions
cellulaires ou les voies liées a p53 et la mitochi@napparaissent jouer un réle essenteef.(
altération des mitochondries, modulation de I'espien de p53 et/ou des régulateurs du
stress oxydant, altération des complexes de lanehaspiratoire mitochondriale et/ou de leur
ADN codant).

v. Survie : Normalité / Sénescence cellulaire / Adioma

Les cellules ayant survécu a l'irradiation sonteseljui auront réparé ou toléré leurs
dommages. Elles présenteront un phénotype nornaaketeront leurs fonctions.

Cependant, certaines cellules survivantes préseritem phénotype anormal. Ces
cellules présenteront un stress chronique, notamwisible par la production de facteurs
inflammatoires et/ou une morphologie altérée. @&dsiles sont activées et/ou sénescentes. En
particulier, ce profil fait partie des devenirs majs observés chez les cellules endothéliales

apres irradiation et pouvant persister. Il seraiti@a cours des prochains chapitres.

B. Radiotoxicité sur le tissu sain

1. Effets secondaires aigues

a Toxicité aigué a forte doses létale : les SyndroAigas Radio-induits
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Les Syndromes Aigus Radio-induits (SAR), surviennehez I'homme dans les
heures/jours suite a une exposition de I'ensembld’'ane grande partie du corps, a une forte
dose de rayonnements ionisants pendant un coust ldp temps. Ceux sont donc des
évenements plutdt rares survenant généralemerasedi@ccidents d’irradiation. Il existe trois
stades de SAR dont le développement dépend desa wgue, Golemanet al, 2003 ;
Waselenkeet al,2004; Donnellyet al,2010; Stewartet al, 2012 :

i. Le Syndrome Hématopoiétique

Le Syndrome Hématopoiétique (SH) survient cheznfiimee dés une exposition de 2,5
a 8Gy. Le déces du patient survient 1 & 2 moissapradiation, Donnellyet al, 2010.
Le nombre de leucocytes, de plaquettes et d’hémdgelinent au cours du temps. En effet,
les cellules souches hématopoiétiques renouvelahtes cellules progénitrices de la moelle
osseuse sont sensibles aux rayonnements ionidaus.disparition est dépendante d’une
mort post-mitotique et d'une apoptose dépendantep®® Ceci conduit & une aplasie
meédullaire affectant le systéme hématopoiétiquedpénie, anémie, thrombocytopénie), des
hémorragies, et des infections.
Selon la dose et I'état du patient, un traitemeat fvansplantation de moelle osseuse,

cytokines, facteurs de croissance, et antibiotigpest étre appliqué.

Chez la souris, le SH apparait dés une expositiort@ps entier de 5 a 13Gy, et le
déces survient entre 10 et 13 jours.

ii. Le Syndrome Gastro-Intestinal

Le Syndrome Gastro-Intestinal (SGI) survient chlearhme dés une exposition de 5 a
15Gy, et le déces survient 3 a 10 jours apresiatiad, (Donnellyet al,2010. A la suite de
'exposition, des troubles gastro-intestinaux sésémpparaissent et s’en suivent une
défaillance multi-organes, un choc septique, ethédesorragies.

Les altérations a l'origine du SGI proviennent phiralement de la mort des cellules
proliférantes a la base des cryptes des villogitéstinales, causant ainsi une destruction des

villosités et a une dégénérescence progressive jpiroi intestinale.
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Chez la souris, le SGI apparait des une exposititBGy sur corps entier et le déces
survient entre 6 et 8 jours. A 14Gy, le SH et |d 8@rviennent : on observe 75% de SGI et
25% de SH.

Les travaux du groupe délesnicket coll, ont permit de mieux comprendre les événements
cellulaires se déroulant lors du SGI, et ont puamwhent montrer que le compartiment
épithélial n’était pas le seul impliqué. Il a airte montré que la destruction de la paroi
intestinale aprés irradiation corporelle totale etétait de I'apoptose précoce (pic a 4h post-
irradiation) des cellules endothéliales microvaaites des villosités, avant la mort des
cellules épithéliales intestinales. En effet, umtément par la cytokine bFGF (pour basic
Fibroblast Growth Factor) permet de bloquer le S{Birs que dans l'intestin, les récepteurs
au bFGF ne sont présents que sur les cellules leglddes et non sur les cellules épithéliales,
(Pariset al,2001). D’autre part)a survie des cellules épithéliales intestinalagsprotection
des cellules endothéliales par bFGF est liée aaintian du volume des cryptes et non a une
stimulation de la régénératiomigj et al, 2003.

Ce modéle a « double compartiment » est appuyélgmrésultatin vitro montrant a l'aide
d’'un systeme de coculture, que la mort des celléthéliales intestinales non-irradiées est
augmentée lorsqu’elles sont mises en présence lideseendothéliales microvasculaires
irradiées a 15GyJaugleret al,2007.

De plus, les expériences réalisées sur sourisgéagsiquesasmase-/-ou p53-/- ont montré
gue les sourip53-/- ne sont pas protégées du SGI, tandis que lesssmumase-/ie sont via
une protection contre la mort dépendante du Cémanues cellules endothéliales
microvasculaires de lintestin. Cependant, la mtoe conférée par linvalidation de
’ASMase contre le SGI, ne protége pas contre leeSkes souris en meurent ensuite sous
guelques jours. Ceci peut étre bloqué par une eyadf moelle osseuse 16h post-irradiation,
(Pariset al,2001). D’autre part, concernant la mort des celluleghépales lors du SGI, il a
pu étre montré deux vagues de mort : une premagae/précoce par apoptose dépendante de
p53, et une seconde vague, dépendante d’une mutique qui est essentielle puisque les
sourisp53-/-ne sont pas protégées du SBhifarovaet al,2009.

Une déficience en Bax ou Bak favorise la radiomtid@ endothéliale observée chez les
sourisasmase-/-et permet une protection des cellules épithdialgestinales,Kotolo et al,
2008. Cependant, il a aussi été montré une indéperddncSGI vis-a-vis de Bax ou Bak,
(Kirsch et al, 2010. Ces auteurs montreront également ensuite gusunexpression de p53
permet de lever I'impact sur les cellules épitHébaet de protéger du SGKi(sch et al,

2010; Sullivan et al, 2019. Finalement,Rotolo et coll, montreront que [utilisation
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d’anticorps anti-Céramide permet une inhibition ¢tlapoptose endothéliale et une
radioprotection intestinale. La aussi, une trangpkion de moelle osseuse empéche le SH
collatéral et permet une protection compléte dmlais, Rotoloet al,2012).

iii. Le Syndrome Cérébro-Vasculaire

Le Syndrome Cérébro-Vasculaire (SCV) est le pluétdee et survient chez ’lhomme
dés une exposition a 35Gy. Le déces survient gand8h. Ce délai est encore réduit pour les
doses supérieures a 50G{oanelly et al, 2010. Suite a cette forte exposition, les larges
vaisseaux sont endommageés et la circulation estdiééectueuse. La pression intra-craniale
augmente, une inflammation des vaisseaux cérélaiagdes méninges peuvent apparaitre. Les
dommages intestinaux et médullaires n’ont pasrg$ed’'apparaitre dans ce lapse de temps.

Il n'existe a I'heure actuelle aucun traitement.

b Toxicité aigué non-létale

Bien que de plus en plus précise, la radiothérapiterne n’épargne jamais
complétement les tissus sains périphériques. Cgz ds patients traités surviendront des
effets secondaires aigus liés a 'endommagemerteddissus sains. Ces effets secondaires
vont différer selon le volume irradié, la localisatde la tumeur ciblée, la dose d’irradiation,
la sensibilité individuelle du patient, et son @énéral, $tewartet al,2012.

Les effets secondaires classiquement rencontréssistent a: une réaction
inflammatoire caractérisée par des cedemes et gfedres au niveau de la zone irradiée ;
une lésion des muqueuses ; une aplasie medullaitielfe si la zone irradiées concerne une
large proportion du thorax, de I'abdomen ou du iselves nausées, vomissement, diarrhées,
lorsqu’il s’agit de la région gastro-abdominaleneuperte des cheveux lorsqu’il s’agit de la
téte ; une infertilité, lorsqu’il s’agit des gonade

lIs peuvent étre réduit par une diminution de laseala@’irradiation au cours du
traitement ou étre traités par différents agentsmphacologiques.

lIs sont principalement liés a une inflammationaetine mort cellulaire précoce par
apoptose ou par mort mitotique, dans les heures/gemaines suivant la radiothérapie.
Ainsi, les cellules ciblées sont principalement deltules ayant une capacité de prolifération.
(Figure n°17; Stoneet al,2003; Barnettet al,2009; Stewartet al,2012).
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2. Effets secondaires tardifs & Epidémiologie

L’apparition des effets secondaires tardifs apnesliation concernent une plus faible
proportion de patients : 5 a 10%, ce qui reste mé@ams considérable. Ces effets surviennent
plusieurs mois voire plusieurs années apres traienpar radiothérapie. lls sont donc
difficilement prévisibles et traitables, et vonpdé@dre aussi des caractéristiques individuelles
de chaque patient, (age, antécédents, volumeérradiDans le moindre des cas, ils peuvent
simplement altérer la qualité de vie, mais darnsrke des cas, ils peuvent engager le pronostic
vital.

Ces effets concernent lI'impact des rayonnementgsaots sur les tissus sains matures
composés en majorité de cellules non-proliférar@es. cellules survivent aux radiations mais
peuvent présenter un phénotype de stress persigiagtire n°17; Stoneet al, 2003;
Colemaret al,2003; Stewartet al, 2012).

Effets tardifs

Effets aigus semaines/mais/années

: \

Survient dans les tissus a
cellules proliférantes,

{mort cellulaire, stress...).

jours/semaines

Tend a causer de ? . ;
& R . Fibrose Atrophie Dommages vasculaires Autres:
I'inflammation tissulaire. i : 3 Tri
e i ; Dépdtde Pertede Dilatation ou Infertilité
Geéneralement reversible. : : g o
collagéne, fibrocytes, constriction des petits
Exemples: Epaississement Réahsorption vaisseaux. Perméabilité. Déficience
Dermatite: mugquetses, du collagéne Athérosclérose. hormonale
g Altération des veines et
Mucosite ]
- arteres. Seconde
Syt carcinogenese
Proctite i i

.

Perte de cheveux
Exemples:

Aplasie médullaire ; L ci .

! Durcissement du tissu irradié. ’Exemples !
Sténose et malabsorption de Télangiectasie.

Hématurie.

l'intestin gréle irradié. .
Ischémie puis perforation et
fistule de l'intestin irradie.

Figure n°17 : Exemples d’effets secondaires aigus & tardifs apseradiothérapie.
Adapté deBarnettet al, 2009
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a Principaux effets secondaires tardifs — Téte & cou

Apres une radiothérapie de cancer « Téte & Couversldommages tardifs peuvent
survenir. En particulier, les dommages vasculamesiveau des carotides vont se traduire
notamment par un épaississement de la paroi, Bnes, et en particulier une athérosclérose.
Ces patients ont un risque relatif 2 a 9 fois plevé de développer un accident vasculaire
cérébral (AVC), Gianicoloet al,2010; Stewartet al,2012; Gujral et al,2013.

L’irradiation des tumeurs cérébrales augmente éuzi¢ le risque relatif d’AVC de
38 fois pour des irradiations >30Gdwerset al, 2006; Stewartet al, 20129. L’irradiation
du cerveau entraine également des complicationgsivaau de la microcirculation : les
cellules endothéliales de la barriere hémato-eral&ple sont endommagées, notamment par
une apoptose partielle dépendante de 'ASMase={ al, 2003, et une augmentation de la
perméabilité, ce qui engendre des cedémes, des libses et des hémorragies. Il y a
€galement une inflammation et un stress oxydanuvéte également survenir une
démyélinisation liee a une mort des oligodendrayedes neurones. De troubles cognitifs
mineurs a séveres et un défaut de la mémoire peapparaitre. Ces effets sont irréversibles
et surviennent dans les 6 mois post-irradiatiof-e60Gy fractionnés.

Les Iésions tardives des muqueuses orales surviedaes les 6 mois a 5 ans apres
radiothérapie (>50Gy fractionnés). Elles consistent développement progressif de
dommages vasculaires, de fibrose tissulaire, dlaf;édCooperet al, 1999

b Principaux effets secondaires tardifs — Thorax

De nombreuses pathologies cardiovasculaires soo¢nsées parmi les effets
secondaires tardifsS(ewartet al, 2012. lls surviennent jusqu'a plusieurs années apres
radiothérapie des >30Gy fractionnés. Il s'agit desfdnctions des arteres coronaires, du
myocarde, de la microcirculation sanguine, du peéde...

En particulier, les atteintes du myocarde et dicpéde, sont caractérisées par des dommages
des microvaisseaux associés notamment a une infiéioimdes troubles thrombotiques, une

diminution du nombre de capillaires, une ischénhigne fibrose.
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Concernant les macrovaisseaux artériels et veingupeut observer une augmentation des
risques de sténoses, de thromboembolie, une patimbdu flux sanguin, un épaississement
des parois, et une athérosclérose.

Ces pathologies peuvent étre sévéres dans la masuira été reporté une augmentation des
déces liés aux pathologies cardiaques, en padicplr infarctus du myocarde, chez les
patients traités par radiothérapie pour des candersein (risque relatif 1,2 a 2 fois plus
élevé) ou des lymphomes d’Hodgkin (risque relatia Z fois plus élevé),Aleman et al,
2007; Clarkeet al, 2009

Dans le cas d'une irradiation pulmonaire, les sffecondaires se traduisent par une
pneumonie dans les 1 a 3 mois aprés radiothérippesut conduire a une fibrose pulmonaire
6 a 24 mois apres radiothérapie a <20Gy fractionf@sardo, 2005 Stewartet al, 2012). Il
en résulte une insuffisance pulmonaire sévere. ik@an cellulaire, la pneumonie est causée
par une combinaison d’'un défaut de la perméahifigculaire, une perte de pneumocytes, et
une inflammation persistante, (notamment une suessppn de TGEB). Surviennent ensuite

une sclérose vasculaire progressive et l'instaltatie la fibrose.

¢ Principaux effets secondaires tardifs — Abdomene&viB

Les lésions tardives du tractus gastro-intestinaviesnnent d’au moins 3 mois a
plusieurs années aprés radiothérapie. Elles sefestarit par des troubles de I'absorption et
de la digestion jusqu'a des constrictions/obstamdi intestinales, des perforations et des
formations de fistules dans les muqueuses. Ces lmatipns reposent elles-mémes sur le
développement d’'une fibrose tissulaire et de domamagasculaires et conjonctifs. Ceci
conduit a l'installation de la fibrose intestinakdique, Haydont, Vozenin-Brotons, 20Q7
Stewartet al,2012.

La radiotoxicité du pancréas se caractérise par pareréatite chronique et des
troubles de la fonction exocrine, et apparait ps doses au-dela de 40-50Gy fractionnés. A

50-60Gy fractionnés, une atrophie des acini effilbnese pancréatique apparaissent.

Dans le cas du foie, les dommages hépatiques aneisi¢ approximativement 3 mois
apres irradiation. On parle de «maladie veinowsige». Cela peut conduire a une

défaillance hépatique sévere. La aussi des trovblasulaires et fibrotiques sont mis en jeu.
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Notion émergente -Ainsi, I'apparition des effets secondaires tardiftsmble faire
intervenir un ensemble d’évenements cellulairesiagsant au développement de lésions. Si
déterminer quels sont les facteurs essentiels kerciour les empécher est une tache
complexe, il semble toutefois que le développendentes Iésions reposar I'installation
d'un stress cellulaire chronique chez les cellulesurvivantes En particulier, le
développement de dommages vasculaires et de fiisssdaire sont des évenements majeurs
paralléles ou conjoints.

En ce sens, le dernier rapport de I'lCRP, (The riv@onal Commission on
Radiological ProtectionStewartet al, 2012 rappelle que :

« Cependant, il est maintenant devenu clair quemiart cellulaire ne peut pas
expliquer tous les effets observés dans les tissadiés, en particulier les effets
tardifs. En plus des dommages de I'ADN, les RO8seRNS généres dans les tissus
irradiés alterent aussi les protéines, les lipidéss glucides et autres molécules
complexes, et initient les voies de signalisatigns) Par exemple, la fibrose radique,
un des principaux effets secondaires tardifs, p&Eue causée par une sénescence
prématurée et par une différentiation post-mitoticaccélérée conduisant a un dépobt
excessif de collagene par les cellules mésenchgmatadiées, (fibroblastes,
myofibroblastes, cellules musculaires lisses),at par une mort cellulaire. (...) Ces
réponses tissulaires (impliquant des cytokines wtea meédiateurs) peuvent étre
initiées bien avant la mort cellulaire et la mamsifation de dommages tissulaires, et
peuvent persister pour de longues périodes. »

Il apparait également que I'endothélium assure uréonse précoce et
persistante/tardive. Comprendre les effets inteamen sur I'endothélium est donc d’une
importance majeure dans le but de limiter aussi l#e effets aigus (nous avons déja évoqué
son réle essentiel dans le développement du syrelgaisiro-intestinal) que les effets tardifs.
Ainsi, comme nous le verrons au cours des procheapitres, dans I'endothélium, les
radiations engendrent notamment un phénotype dgtéomel, inflammatoire mais aussi plus
particulierement, un phénotype de sénescence puédeat 'ensemble de ces événements est

tout a fait favorable au développement d’effetoadaires tardifs.
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[I. IMPORTANCE DE L'ENDOTHELIUM DANS LA REPONSE AUX RAYONNEMENTS

IONISANTS & SPHINGOSINE -1-PHOSPHATE

A. Vascularisation et homéostasie tissulaire

Les vaisseaux sanguins ont pour role majeur dligidges tissus, permettant ainsi les
échanges gazeux, et I'apport de nutriments esteatieur bon fonctionnement. lls assurent
aussi le role de barriere entre les éléments figduésang et les tissus environnants.

On distingue deux classes de vaisseaux sanguess mhcrovaisseaux (artéres et
veines) et les microvaisseaux (capillaires). Siplesmiers assurent la répartition du sang vers
'ensemble des compartiments du corps, les secasglgent I'irrigation au sein des tissus et
le maintien de leur homéostasi&irfes et al, 1998. Selon leur nature, la structure des
vaisseaux differe,Higure n°18). Les macrovaisseaux sont composeés d’endothéliude e
couches cellulaires supérieures, en particuliercdéisles musculaires permettant de controler
la dilatation et la constriction de ces larges seasix. Les capillaires ne sont quand a eux,
composés que d'une simple couche de cellules eélildds reposant sur une membrane

basale. Chaque cellule du corps humain est norneslepiacée a une distance inférieure a

Endothélium

Valve

Tunigue intima _

= (endothélium) S

Membrane élastique —__

Tunique media
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externe ‘
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Figure n°18 : Représentation de la structure des vaisseaux sarigs.
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100um d'un capillaire, Garmeliet, Jain, 2000 Les capillaires sont soit continus, soit
fenestrés, soit sinusoides (ou discontinus). Léametre varie de 3 a 10um. Les capillaires
continus sont composés de cellules endothélialegijes, reposant sur une lame basale
eégalement continue. On les rencontre au sain gladeularisation pulmonaire, intestinale, et
musculaire. Le systéme nerveux central est complesé&apillaires continus qui ont la
particularité d’étre associés a des astrocytesagbil un haut contrdle des jonctions et des
transports membranaires. Cette structure partreufierme la barriere hémato-encéphalique.
Les capillaires fenestrés présentent des perfoiataans la paroi endothéliale (pores de
70nm) et reposent sur une lame basale continude®©rencontre dans les zones de hauts
échanges moléculaires inter-compartimentaux tejles I'intestin, les reins, et les glandes
endocrines. Enfin, les capillaires sinusoides prése quand a eux des orifices trans-
cytoplasmiques de 1 a 3um, et reposent sur une lb@see discontinue. On les rencontrent
par exemple dans la moelle osseuse, la rate faelells permettent un ralentissement du flux

sanguins et le passage facile des éléments figuréang.

La fréequence de renouvellement des cellules enliaiée est faible hormis au sein
des régions de I'arbre vasculaire soumises a unstimguin important. En moyenne, la durée
de vie des cellules endothéliales est de 1 a 3raais, peut descendre sous la barre des 100
jours s’il survient une dénudation mécanique liédhgpertension et au vieillissement,
(Schwartz, Benditt, 1976, 197 Davieset al, 1989.

L’endothélium a un réle dans le contrble de la diatation et de la vasoconstriction,
notamment via la sécrétion de NO, d’Endothéline$Angiotensines.

A I'état basal, 'endothélium a également un rofgi-thrombotique. Il produit des
substances anti-coagulantes et anti-agrégantegs tefjue la Thrombomoduline, la
Prostacycline, et le tPA et 'uPA (pour tissue tygtairokinase type Plasminogen Activator).
Aussi, la paroi de la lumiere endothéliale est géar négativement afin d’inhiber les
interactions avec les cellules circulantes.

L’endothélium a un réle important lors de processutammatoire. Les cellules
endothéliales expriment alors un panel de molecpémettant le recrutement des cellules
immunitaires. Notamment, elles expriment les factéGAM-1 (pour Inter Cellular Adhesion
Molecule 1), PECAM-1 (pour Platelet Adhesion Molkecl), VCAM-1 (pour Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), et les E- et P-sélectin€snéset al, 1999.
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B. Radiosensibilité des cellules endothéliales

Comme nous I'énoncions plus haut, si peu d’étudeslaent sur une mort mitotique
des cellules endothéliales apres irradiation sautas de prolifération,Hari et al, 2000,
plusieurs études font état d’'une mort par apop(sés et al, 1994; Gaugleret al, 1999
guelques heures post-irradiation : 4 a 10h pourctdkiles endothéliales microvasculaires
(Langleyet al, 1997 et 12 a 16h pour les cellules endothéliales masaulaires Gadjusek
et al, 200]). Ces données sont en concordance avec le faiequeellules endothéliales sont
majoritairement soumises a une mort cellulaire ddpete de la génération du Céramide
visible avant 4h et jusqu’a 24h post-irradiatidheffiaet al, 2000; Pariset al, 2001; Li et al,
2003.

Sur le plan histologique, les micro- et macrovasse présenteront des Iésions
différentes. En effet, les macrovaisseaux sont smwoadiosensibles que les microvaisseaux.
Les macrovaisseaux peuvent présenter des dysfoactiasculaires pouvant étre fatales,
comme des phénoménes de thrombose, d'occlusiomfladiimation, de fibrose,
d’athérogénése, voire de rupture du vaisseau. ésierls sur les microvaisseaux sont plus
fréquentes. lls peuvent présenter des phénomenersrictions, d’augmentation de la
perméabilité, d’inflammation, de thrombose, dedgw®, de réduction du réseau, et d'ischémie
; cela conduit a des dysfonctions tissulaires plusnoins importantes pouvant altérer le bon
fonctionnement des organes irrigués par ces vaigs@agure n°19; Fajardo, 200b

Cependant, de nombreuses publications utilisentbeielesn vitro de cellules issues
de macrovaisseawe.g. HAEC (pour Human Artery Endothelial Cell)), voireéme des
cellules de macrovaisseau ombilica,g HUVEC (pour Human Umbilical Vein Endothelial
Cell)), bien que ce dernier type ne soit jamaisligug dans des pathologies vasculaires
classiques. Ces interprétations sont a prendreunecertaine précaution, notamment dans le
cas d’'une explication de la radiotoxicité vasceales tissus sains composés essentiellement
de capillaires.

De plus, les cellules endothéliales microvascutaoeuvent avoir une radiosensibilité
différente en fonction de leur nature et du tisaieles irriguent. On observera ainsi que les
cellules microvasculaires du derme sont plus radisibles que les cellules microvasculaires
hépatiques ; et que les cellules microvasculaivggadimon, du cerveau, et des ovaires, auront
une radiosensibilité intermédiair&dthet al, 1999; Fajardo, 2005 Parket al,2012).
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Figure n°19 : Observations histologiques de dommages vasculairagres radiothérapie,
(Fajardo, 200k A. Microscopie a transmission d’un capillaire myodaue de lapin en coupe
longitudinale, 39 jours aprés 20Gy (dose uniqueceemr). Au centre, présence d’un large thrombuidaes
et de plaquette®. Marquage hématoxyline-éosine. Coupe transversate @rtére coronaire d’un patient
décédé d'un infarctus du myocarde 16 mois aprés eaqu la dose de 40Gy pour un traitement de lyonpd
d’'Hodgkin. Observation d’une lumiére vasculairgééit et d’'une prolifération myointimale.

Il est important par ailleurs de considérer le eyotllulaire des cellules endothéliales
lors de la radiothérapie. Les cellules endothdialee fois différenciées ne se divisent plus ou
presque : on mesure ~0,1% de réplication/joGimproneet al, 1974; Cineset al, 1999.
Cependant, leur capacité de division et/ou le teament de progéniteurs endothéliaux
peuvent étre activés en cas de cicatrisation oypadie tissulaire tel qu’il est observé au sein
des tumeurs. Autrement dit, une étudevitro utilisant des cellules proliférantes (1 a 10% de
réplication/jour) ne fournira pas les mémes réssltai les mémes interprétations qu’une
étude utilisant des cellules quiescentes forméesnenocouche stable. Notamment, les
cellules proliférantes seront d’avantage liées @p@mple a un contexte d’angiogénese, de
cicatrisation, de vieillissement ou encore d’atkélérose, alors que les cellules quiescentes
seront davantage liées a une atteinte d’une vasatian normale au sein d’'un tissu sain.
Dans le cas d'une étude sur I'impact de la radraghi@ sur I'endothélium, il faudra donc
distinguer cet aspect afin de ne pas confondre intexprétation liee par exemple a
'endothélium tumoral proliférant ou a I'endothétiudes tissus sains périphériques. En effet,
pour ne citer que I'exemple des dommages de I'ADN :auront plus d’impact sur des
cellules endothéliales en cours de division, quedes cellules ne se divisant pas qui auront le
temps de réparer leurs dommages voire pourroniagiefes tolérer,l¢arashiet al, 2007;
Bonnaudet al, 2007). Toutefois, de nombreuses publications sur l#gotexicité écartent ce
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parametre et utilisent des cellules qui ne sonfptesees clairement en état de quiescence par
confluence stable, ou par appauvrissement en factiucroissance. Les conclusions de ces
études doivent donc toujours étre replacées dansdmtexte.

Par ailleurs, « I'age » des cellules est a preedreompte. Il existe une différence de
radiosensibilité pour des cellules endothélialesg@nitrices provenant de sang de cordon
ombilical ou de sang périphérique d’adulte. Il asaiété montré que les cellules « jeunes »
sont plus proliférantes que les cellules « adultesqu’elle régule difféeremment la réponse au
stress radio-induit. En particulier, si les cellukejeunes » répondent préférentiellement par
une entrée en apoptose, les cellules « adulteandcu elles, répondent préférentiellement par

une entrée en sénescendéeldonceaet al,2017).

C. Modulation de la mort radio-induite aigue des cellles endothéliales par la

Sphingosine-1-Phosphate

1. Le Céramide & 'ASMase : médiateurs endogénes de laort cellulaire

endothéliale aprés irradiation

Comme nous avons pu le constater au cours destr@sapiécédents, la voie de mort
par apoptose dépendante de I'activation de I'ASMasde la génération du Céramide revét
une importance majeure pour les cellules endotkélgaines irradiéeg;idimovitz-Freidman
et al, 1994; Pefaet al,2000; Gaugleret al, 2007; Petracheet al,2011; Rotoloet al,2012..
Nous avons pu également constater que cette inmoertse caractérise vivo notamment par
la protection contre le Syndrome Gasto-Intestifadzcles sourisassmase-/- (Paris et al,
2007).

Cette voie de mort sera aussi importante concetieantellules endothéliales liées a
l'angiogénése tumorale. En effet, il a été montue gles sourimsmase-/-porteuses de
tumeurs, ont une rapidité de croissance tumoraigmantée de 200 a 400%, et une
microvascularisation moins sensible aux radiatiddeci confere une augmentation de la
radiorésistance de la tumeu6drcia-Barroset al, 2003. L'induction d’'une surexpression
d’ASMase dans I'endothélium tumoral restaure laasehsibilité tumorale,Stancevicet al,
2013. Cependant, les cellules endothéliales prolifi@@nsont également soumises aux
dommages de 'ADN apres irradiation, et seront dégalement soumises a une mort post-
mitotique, Bonnaudet al, 2007).
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Ainsi, pour les tumeurs étant hétérogéniquementpos@es de cellules endothéliales
proliférantes et non-proliférantese.q. hypoxique), les traitements anti-tumoraux devront
s’attacher a cibler la voie dépendante du Cérarmida voie dépendante des dommages de
'’ADN, mais, tout en préservant les cellules sairgdes aussi soumises a l'apoptose
dépendante de la génération du Céramide. Ou, conome le verrons ensuite, il s’agira de
trouver le moyen de bloquer I'apoptose dépendamt€é&tamide sans bloquer la voie de mort

post-mitotique.

2. La Sphingosine-1-Phosphate : agent exogene pro-sig\apres

irradiation des cellules endothéliales

La Sphingosine-1-Phosphate (S1P) est un sphindeligio-actif originalement
identifiée comme le produit de I'action des Sphiige Kinases (SK) sur la Sphingosine,
(pour rappelFigure n°5).

Il existe un véritable rhéostat Céramide/S1P. Aun@et dit, il a été montré une
balance entre les concentrations cellulaires emr@iée et la S1P conditionnant I'état de la
cellule. En effet, la S1P est connue pour avoir acteon diamétralement opposée a celle du
Céramide. Ses roles biologiques sont multiplesmotant dans la survie, la prolifération, la
migration, la différenciation, I'inflammation, laepméabilité, I'angiogénése, et I'hypertrophie.
Ainsi, un déséquilibre de la balance Céramide/®1Ra stimulation d’'une de ces deux voies,
peut provoquer respectivement I'enclenchement ghacessus d’apoptose ou d’un processus
de survie, Cuvillier et al, 1996; Fyrst, Saba, 20)0 La S1P peut avoir une action
intracellulaire directe, ou extracellulaire autahmaine suite a sa sécrétion hors de la cellule.
Des récepteurs a 7 domaines transmembranairesésoapies protéines G (RCPG) ont été
identifiés pour la S1P. Il en existe 5 isoformesnmés S1Pa S1B. Les récepteurs S1et
S1R sont respectivement réservés aux tissus lymphadbématopoiétiques, et au systéme
nerveux central. La S1P peut également avoir um irdtanucléaire en régulant des histones
déacétylasesHait et al, 2009.

Le mécanisme d’action de la S1P dans I'endothéti@mande encore a étre éclairci.
Parmi les cibles moléculaires connues, la S1P eélattivité des voies PI3K/Akt (pour
Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/Akt), MAPK (pour Mgen Activated Protein Kinase ou ERK
pour Extracellular signal Regulated Kinase), PL®ufp Phospholipase C), eNOS (pour
endothelial Nitric Oxyde Synthase), Rac, Rho,Ludke, Levkau, 2010 Fyrst, Saba, 2010

Bonnaudet al, 2010. L’action extracellulaire de la S1P sur I'enddiinéd a essentiellement
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éte reportée via les récepteurs §%P

et 3, (expression : SIPS1R=S1R).

Le récepteur S1Pest couplé a une
protéine G alors que les SiPet 3
sont couplés aux protéines;, G35 et
Gi. lls nont pas exactement le

mémes cibles moléculaires. Il a ps¢

exemple été montré que Sl&ctive Proliferation Migration

Rac et favorise la migration, alors qu

S1R inhibe Rac et la limite,Figure Figure n°20 : Exemple de signalisation des
n°20; Okamotoet al, 2000 ; Paik et recepteurs S1k 2 eta, (Pyne, Pyne, 2030

al, 200)). Les récepteurs a la S1P ont aussi la possibiéitéransactiver d’autres récepteurs :
des récepteurs a Tyrosine kinaseg(VEGFR, PDGFR, EGFR), des RCP®,d. CXCR4),

et des récepteurs Ser/Thr kinasesg(TGF{f3RIl). La S1P posséde aussi une activité
ambivalente dans [linflammation. Elle peut étre -pritammatoire en induisant la
Cyclooxygénase-2 et la Prostaglandine E2, mais pmuit aussi bien induire gu’inhiber
'adhésion endothélium/leucocyté,ucke, Levkau, 2010

Depuis quelques années, 'action exogeéne de laeStLEXxploitée en tant que potentiel
agent pharmacologique contre la mort cellulaireedéiante du CéramideCvillier et al,
1996. Il a été montré que que les cellules transfectééec la SK présentent une réduction de
I'apoptose, Qlivera et al, 1999, alors que les cellules transfectées avec langpkine-1-
Phosphate Phosphatase (SPP), présentent une aaptpeentée et une augmentation des
concentrations en Céramide et Sphingosine intideeks, (e Stunff et al, 2009. Par
ailleurs, la S1P protege les cellules HUVEC d'upemose induite par un traitement au
Céramide-C2, l(ee et al, 1999. Egalement,n vivo chez la souris, il a été montré une
protection, par un pré-traitement a la S1P, de dat reellulaire radio-induite dépendante du
Céramide sur des oocytes exposeés aux radiationsdafiduire une stérilité,Morita et al,
2000; Pariset al,2002. La S1P peut aussi empécher la mort cellulaideite par le TNH,
Fas, et HO,, (Cuvillier et al, 1996; Moriue et al, 2008.

Comme nous l'avons vu précédemment, les travausédeaipe deKolesnicket coll,

ont mis en évidence une voie de mort dépendankz gienération du sphingolipide Céramide
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a la membrane des cellules endothéliales microlases, sous le controle de 'ASMase.
Cette voie de mort impacte les cellules cyclante®a-cyclantes.

Les recherches consécutivesBlennaudet coll, en 2007 au sein de notre équipe, ont alors
porté sur l'utilisation de cellules endothélialegmvasculaires humaines transformées par le
SV40, les cellules HMEC-1, placées en milieu appguermettant de bloquer la prolifération
seulement durant les premiéres 24h. Il a pu étre eni évidence que I'utilisation de la
Désipramine (inhibiteur de '’ASMase) mais pas deHamonisine B (inhibiteur de la
Céramide Synthase), permet de bloquer I'apoptatie-raduite des HMEC-1 mesurée a 24h.
Cette voie de mort est donc dépendante de 'ASMasge Céramide généré apres irradiation.
De plus, un pré-traitement a la Sphingosine-1-Phatsp (1uM) permet de protéger les
cellules HMEC-1 de 'apoptose radio-induite dépertidalu Céramide. Cependant, la seconde
vague de mort, mesurée a 72h, qui est indépendanteéramide et est dépendante d’'une
mort post-mitotique, n’est pas inhibée par la S2&ci est en concordance avec le fait que le
pré-traitement a la S1P ne bloque pas l'inductierddmmages de 'ADN, ni, l'arrét dans le
cycle cellulaire, ni linduction de dommages chr@omiques, ni la formation de
micronoyaux. La combinaison du pré-traitement a S4P et du post-traitement au
Nocodazole, qui est un inhibiteur de la formati@nndicrotubule pendant la mitose et permet
de bloquer ou retarder la mort mitotique, permeingécher la mort par apoptose et post-
mitotique aprés irradiationf-{gure n°21).

Ainsi, ce modéle a mis en avant les propriétés ramprotectrices de la S1P qui, en
protégeant les cellules non-cyclantes, permet de gieger la vascularisation quiescente
des tissus sains, et n'altere pas l'impact des ragnements ionisants sur les cellules
endothéliales cyclantes composant la néovasculariwm proliférante des tumeurs.

Les travaux suivants dBonnaudet coll, en 2010 ont alors montrén vivo, que
l'utilisation d’'un pré-traitement par la S1P avamie irradiation sur corps entier & 15Gy chez
la souris, permet d’empécher la mort consécutiVagparition du SGI dans les 5-7 jours
post-irradiation. Cependant, les souris basculen®ld et meurent dans les 9-12 jours post-
irradiation, sauf en cas de greffe de moelle ossdass les 16h post-irradiation. La greffe de
moelle osseuse seule ne protege pas de la mo8@larLa protection par la S1P contre le
SGI est conférée par une protection contre I'apsptradio-induite dépendante du Céramide
chez les cellules endothéliales des villositéssiimiales. Cette protection passe par via
I'activation de RCPget I'activation de la voie AKT.
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Figure n°21 : Schéma séquentiel des événements moléculaires agsent a I'apoptose
dépendante du Céramide et la mort post-mitotique das les cellules endothéliales.
Adapté deBonnaudet al,2007.

Une certaine attention doit toutefois étre accoréatilisation de la S1P en tant que
traitement pharmacologique contre d’éventuels ffatiésirables de la radiothérapie. En
effet, dans le cas de cellules cancéreuses répondguortant des récepteurs a la S1P, c’est
par exemple le cas de glioblastomes multiforme (@Bl S1P pourrait avoir des effets
indésirables. La S1P a aussi des propriétés poweamtibuer a la protection non-souhaitée
de la tumeur, voire sa progressioviag Brocklynet al, 2003. L'utilisation d’inhibiteur de la
SK1 permet de restaurer la sensibilité de GBM andzblomide, Bektaset al,2009. Il a pu
aussi étre observé que la résistance de mélano@soatose induite par le Céramide ou
Fas, était conférée par une forte expression 8&laet de S1P Bektaset al,2005.

Egalement, sila S1P préserve la survie de I'eradiotim, elle peut également avoir des
effets indésirables sur sa fonction. En effet,1& $eut moduler la perméabilité vasculaire via
une régulation des complexes de jonctions cellalede et une réorganisation du
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cytosquelette d’actine. Si l'action de la S1P paP;Sfavorise I'étanchéité des jonctions
cellule-cellule, la diminution de S1Pou lactivité de S1p favorise au contraire une
augmentation de la perméabilité. Toutefois, dars dellules endothéliales, Slkst
généralement plus exprimé que §l(Bingletonet al, 2005; Sanchezt al,2007; Sunet al,
2009; Lee JFet al, 2009. Cependant, il apparait une différence de prcigz les cellules
endothéliales en sénescence qui vont exprimer tiyanes récepteurs a la S1P. Comparées
aux cellules normales, ces cellules présententéfsits de perméabilité, de migration et de
formation de tubes, sous traitement a la S1P. Ibitibn du récepteur SiPpermet de
restaurer ces fonctions, montrant ainsi I'impacpamant de I'activité de SLIRlans les
dysfonctions présentées par les cellules endolbglsgnescentes; ftradaet al, 2008; Leeet

al, 2009; Lu et al,2012.

Notion émergente Suite aux travaux de notre équipe, une questioaraftp Figure
n°22; Bonnaudet al, 2007). Nous avons pu constater que le pré-traitemdat $1P avant
irradiation des cellules endothéliales ne modiffaas I'induction de dommages de I'ADN
mesurées par marquage de foydr2AX. Nous avons aussi pu observer que la cinétipie
disparition des foyers et donc de réparation deswas n’était pas modifiée et était efficace
avant 24h. En effet, au temps 24h, nous pouvorsredisune différence significative pour les
cellules traitées a la S1P : il reste ~10% de dogemale 'ADN de plus que les cellules

irradiées uniquement. Ainsi, I'impact et la peraste de ces dommages doivent étre verifiés.

100 @0 Gy vehicle
901 ) -0 Gy S1P

804 %15 Gy vehicle|
701 -8-15 Gy S1P
601
501
404
301
201
101

Cellules positives pour yH2AX (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 23 24
Temps (h)

Figure n°22 : Mesure du nombre de cellules positives poyH2AX en fonction du
temps, apres irradiation et/ou pré-traitement a laS1P.
Adapté deBonnaudet al,2007.
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Car, en effet, la persistance de dommages de l'Al@Nrésente un stress chronique
susceptible de déclencher des réponses cellul@rdsres. En particulier, comme nous le
verrons au cours des prochains chapitres, la pemses de dommages de I’ADN peut aboutir
au développement d’'un phénotype sénescent potentemt associé a un phénotype pro-
inflammatoire. Ces caractéristiques sont suscestibé favoriser I'apparition de dysfonctions

et/ou de lésions tissulaires persistantes/tardives.

D. Effets de l'irradiation sur le tissu vasculaire & perturbation de

I’'noméostasie tissulaire

Suite a [lirradiation, les cellules endothélialesbissent des changements de
conformations et des perturbations des interactioglfules-cellules. En effet, on peut
notamment observer des modifications de la didiobudu réseau de F-actine, des jonctions
VE-Cadhérines et une activation de la GTPase Rilo#n résulte ainsi une perturbation de
lintégrité de la paroi des vaisseaux et une augatiem de la perméabilité endothéliale. Ces
altérations sont dépendantes de la dose recuenesssceptibles de persister dans le temps,
(Evanset al, 1986; Waterset al, 1996; Gabryset al, 2007; Rousseawt al, 2011; Fauquette
et al,201]). Ainsi, les échanges entre le compartiment sangules tissus sont altérés ce qui
peut favoriser l'apparition d'oedémes et I'engagemede processus inflammatoire et
fibrotiques, Law, 1985; d’Avella et al, 1998; Nguyenet al,2000.

L’irradiation « active » les cellules endothéliale§-igure n°23). Les cellules

endothéliales irradiées présentent des changerdantsleur sécrétome, en particulier, elles

A
L 3
Apoptose ‘_\\ ﬁ fﬂ Activation avec sur-expression

des molécules d'adhésion

Recrutement de - Endothélium
cellules inflammatoires

/ \l Sécrétion de facteurs solubles
Perte thrombo-resistance : evtokines, facteurs de croissance

Phénoty pe Pro-Coagulant Fhénotype anti-fibrinoly tique

Figure n°23: Principaux effets des radiations ionisantes sur lredothélium vasculaire,
(Milliat et al,2009.
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vont activer leur sécrétome inflammatoire. Notamingra été montré une augmentation de
I'expression des Interleukines 6 et 8 dés 18h aipraédiation a 2Gy et pouvant persister au-
dela de 6 jours. Ces modulations sont dépendamtda dose et du temps post-irradiation.
Certains facteurs membranaires sont également é@®dialvorisant un phénotype pro-
inflammatoire, pro-coagulant et pro-fibrosant. Beemple, les cellules endothéliales irradiées
expriment d’avantage d’ICAM-1 (pour Inter Celluladhesion Molecule 1), de PECAM-1
(pour Platelet Adhesion Molecule-1), de T@Hpour Tumoral Growth Factd}, de P-
Sélectine, de Thrombine, de PAI-1 (pour Plasminogetivator Inhibitor-1), et moins de
Thrombomoduline. Ceci favorise notamment le recnatet et I'adhésion de cellules
immunitaires, de plaquettes et la stimulation deefars de la coagulation. Ces modulations
peuvent elles aussi persister longtemps apreésiatiaal, et I'utilisation d’anti-oxydants ou
d’anti-inflammatoires peut limiter ces effet$;qugleret al, 1997; Van der Meereret al,
1997, 1999 Hallahanet al, 1999; Mouthonet al, 2003; Wanget al, 2002, 2004 Milliat et

al, 2008; Holler et al,2009; Kiyoharaet al,2011; Yuanet al,2013.

E. Implication de I'endothélium irradié dans les lésims radio-induites tardives

En somme, suite a lirradiation des vaisseaux salesx types de réponses ont été
caractérisées. Un premier type concerne une vagué de mort cellulaire endothéliale dans
les 24h post-irradiation dépendante de la géndralm Céramide. Et, un second type de
réponse, concerne l'impact sur les cellules suntesm et pouvant se traduire par: une
détérioration des capillaires, une augmentatiodadperméabilité, un épaississement de la
membrane basale, une augmentation du volume dllaiapet des cellules, une activité pro-
inflammatoire, une activité thrombotique et uneivdté& pro-fibrotigue. Tout ceci pouvant
favoriser une dérégulation chronique de I'homéastak tissu environnante(g. stress

oxydant cellulaire, inflammation, hypoxie tissulgiappauvrissement).

Le développement des lésions radio-induites tasdfeé intervenir un ensemble de
réponses cellulaires provenant de cellules diffé&enAinsi, la détermination des réles directs

de I'endothélium irradié dans la contraction deédes tissulaires peut étre difficile a établir.

Endothélium & lésions radio-induites au sein du SNCertaines études ont montré que

'endommagement de I'endothélium lors d’une irréidiadu SNC provoque une détérioration

61



These de Doctorat — Audrey Lafargue

de la barriere hémato-encéphalique et conduit @p#idtion de Iésions tissulaires. Il a été
montré une apoptose dépendante du Céramide eéa8bldse de facon dépendante de la dose
d’irradiation dans les cellules endothéliales duCSKPefaet al, 2000. Les travaux suivants
de Li et coll, ont montré que cette apoptose dans les 24h pasidtion, conduit a une
détérioration aigué de la barriere hémato-encéginalisuite a une irradiation de 50Gy sur la
moelle épiniére cervicale de la sourig] €t al, 2003. Egalement, il est montré aprés
irradiation a 25Gy du cerveau chez le rat, qualt@amages vasculaires ont un réle essentiel
dans le développement de la nécrose cérébralesolis caractérisés par une chute de la
population endothéliale dans les 24h post-irragimgt par un défaut de repeuplement et de
restructuration tout au long des 65 semaines dyaral [yubimova, Hopewell, 2004 De
plus, il est montré chez le rat, une activatioriedmicrovascularisation cérébrale sur au moins
48h apres irradiation : les cellules expriment déage les facteurs de recrutement des
leucocytes tels qu'ICAM-1, et les P- et E-séledin®uan et al, 2005. Dans ce sens, il est
observé que l'irradiation de cellules microvasagsicérébrales vitro induit une réponse
inflammatoire (ICAM-1, PAI-1), et un stress oxydg@®,”) via, en partie, I'activité de la
NADPH oxidase, Collins-Underwoocet al, 2009. Egalementn vitro, un modéle confluent
de barriere endothéliale/gliale montre une perntié@dbeéndothéliale augmentée de facon
dépendante de la dose apres irradiation, et pamggssur au moins 8 jours. Ces cellules sont
aussi positives pour les foyeysl2AX mais leur nombre décroit avec le temps ; quetq
foyers persistent cependant pour la plus forte diestée de 25Gy au dernier temps
expérimental de 8 joursFfuquetteet al, 2011). Enfin, Ungvari et coll, montrent une
apoptose dépendante de la dose d’irradiation dgeedllules endothéliales microvasculaires
cérébrales de rat qui atteint 10% a 24h apres &@xi(mum testé). lls observent aussi une
induction et un décroissement des dommages de I'ADNcours des jours. Une semaine
apres irradiation, ils mesurent également une ditiun de la capacité a former des tubes
vasculaires, et une augmentation de la sécrétiofacteurs inflammatoires tels que I'lL6.
Quatorze jours apreés irradiation, ils mesurent dimeinution de la capacité a former des
colonies, et une positivité pour la sénescencailegk avec un maximum testé d’environ
30% pour 8Gy. Cependant, s’ils montrent linducticte ROS et de superoxides
mitochondriaux dans les 24h post-irradiation, ésnmontrent pas ici de persistance au jour 14,
(Ungvari et al, 2013. De fagon intéressante, cette sénescence micwed® apres
irradiation est fortement retrouvée vivo lors d’une irradiation cérébrale de soumisde a

20Gy. De méme, ces observations sont faites sucalgses post-mortem de patient atteint de
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glioblastome et traité par chirurgie et par radiotipie & 60Gy. Les zones non-irradiées ne

présentent pas de sénescence microvasculd@s\vskiet al,2013).

Endothélium & Iésions radio-induites cardiovascudsi et athérosclérotiques l=Hirradiation

de I'endothélium peut également étre impliqguée dasslysfonctions radio-induite telles que
I'athérosclérose et les troubles cardiovasculaitesst montré que 120 jours apres irradiation
de souris sur corps entier complété par transplantae moelle osseuse, il en résulte des
dommages sur la vascularisation coronaire (réduatie la densité et du diametre de la
lumiere, sclérose), une fibrose péri-vasculairegs diminution de I'expression des NOS, une
augmentation du fibrinogéne plasmatique, et unenamgation de cholestérol total, LDL, et
triglycérides, Bakeret al, 2009. L'utilisation de souris ApoE-/- hypercholesté&ulique et
pro-athérosclérotiques voient leur développementhérosclérose coronaire augmenté et
acceélére lors d'une irradiation cardiaque a 16Ggci@st associé a une augmentation des
dommages microvasculaires, de l'inflammation et lalefibrose, Gabriels et al, 2012).
Barjaktarovicet coll, montrent que I'exposition locale du cceur de soarnge irradiation de
0,2 ou 2Gy provoque des modifications du protéoareliaque observé a 4 semaines post-
irradiation. En particulier, que la dose soit d2 @ de 2Gy, il y a une altération du protéome
lié au métabolisme du pyruvate et du cytosqueldd®.plus, pour la dose de 2Gy (soit
'équivalent d'une fraction classique de radiotipde® on observe également une
augmentation des ROS, et une diminution de la raspn mitochondriale et de I'activité des
complexes mitochondriaux 1, 1l et Ill, sans poutaaut observer d’altérations morphologiques
mitochondriales. Ces modifications sont encoreblési a 40 semaines post-irradiation. Les
modifications du métabolisme mitochondrial ayard éairement établies dans les maladies
cardiovasculaires, les modifications métaboliquas le long terme ici observées apres
irradiation pourraient donc étre également direetgmliées a l'apparition de maladies
cardiovasculaires observées aprés radiothérdpijaktarovicet al, 2011, 2013 De fagon
intéressante, il est montré dans un modele murirradiation cardiaque (a 12Gy ou
3Gy/10jours) que la délétion de p53 dans les @dlehdothéliales induit une sensibilisation a
'endommagement cardiaque radio-induit. Les sowisndothélium/p53-» succombent
d’insuffisance cardiaque dans les 39-69 jours prmtiation, causée par une augmentation
de la perméabilité vasculaire, une ischémie, ungasé du myocarde, une dysfonction
systolique, une hypertrophie cardiaque. La délétindothéliale de p21 a les mémes impacts.
Sur le plan mécanistique (im vitro), il est indiqué que p53 permet un arrét du cyadst-

irradiation et protege les cellules endothélialasdiaques de la mort post-mitotique. Il est
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cependant a noter que ces cellules sont utilisé&3% de confluence et sont donc encore
proliférantes au moment de l'irradiation. S’ils b&ervent pas de différence de mort cellulaire
a 4h post-irradiation chez les cellules pro- ouidilfites en p53, ils observent une mort
cellulaire plus importante a 72h—96h chez les tadldéficientes. La délétion endothéliale de
p53 empéche alors I'arrét du cycle cellulaire étane une entrée en mitose prématurée puis

une catastrophe mitotiquée,geet al,2012).

Endothélium & fibrose tissulaire radio-induite Gomme nous I'avons énoncé plus haut, les
fibroses radiques sont retrouvées chez de nomhyeganes irradiées tels que les poumons
(Figure n°24), lintestin, le colon, le cceur, la peau, le foles reins. Une minorité n’en
développe pas, c’est le cas du SNC, de la moedleuse et des og;djardo, 2005 Yarnold

et al,2010. La coexistence de dommages vasculaires et am$Bbrotiques a été observée
depuis de nombreuses annéesy\(, 1985.

La fibrose se définit par un déséquilibre dansrtapction et le dépbt des composants de la
matrice extracellulaire, tels que le collagene,dtasant a I'accumulation de tissu conjonctif
un niveau de la Iésion. Ceci conduit a une détdtimm du tissu et a une destruction de
I'architecture de I'organe. La fibrose est assitvigaa un processus cicatriciel pathologique.
En effet, lorsqu’une Iésion survient, les mécansmde réparation tissulaire sont actives et
restaurent le tissu. Cependant, lorsqu’une lésissuliire ou vasculaire survient et est

associée a une inflammation chronique, la prodocti@ matrice est supérieure a sa

Figure n°24: Observations histologiques de parenchyme pulmonai, (Fajardo, 200p
A. Marquage hématoxyline-éosine d’'un parenchyme puoéine normalB. Marquage hématoxyline-éosine
d’'un parenchyme pulmonaire d’un patient décédésiehs alvéolaires diffuses, 4 mois aprés avoir le¢
dose de 40Gy pour traiter un lymphome d’Hodgkins@tsation d’cedeme, de fibrose, de membranes hgaline
denses, et d’exsudat inflammatoire.
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Figure n°25 : Phases du développement de la fibrose radio-indeit
Adapté deBentzeret al, 2006

dégradation, et conduit a une détérioration deééoh, du tissu et de I'organe. Ce type de
Iésion est initié par I'activation des cellules etitliales et des cellules inflammatoires, et la
sécretion de facteurs mitogéniques et pro-fibrasg(en particulier le TGB). Ceci permet
ensuite d’activer les cellules productrices de ioatextracellulaire : en particulier, il y aura
une différenciation de fibroblastes, de cellulegh&tiales, endothéliales et musculaires lisses,
en myofibroblastes, qui produiront I'excés de matri Figure n°25; Bentzen, 2006 ;
Yarnoldet al,2010.

Cependant, l'implication directe de I'endothéliunand le développement de la fibrose
radiqgue n'a été montrée que récemment. En pasiculiendothélium irradié exhibe des
propriétés pro-coagulantes notamment via la surmtich de PAI-1 et la réduction de
Thrombomoduline,\Vanget al, 2002; Milliat et al, 2008. Il a été montré dans des modéles
in vivo que l'utilisation d’Hirudine, un inhibiteur de [&hrombine, permet d’atténuer les
dommages muqueux, de réduire la production de BGdt-le dépbt de collagene lINVang

et al, 2004, 200Y. Egalement, I'inhibition pharmacologique de PAbd la délétion de PAI-1
permet de réduire la production de TGFede réduire les dommages microvasculaires et de
réduire la fibrose radique intestinalédbferrahmaniet al, 2009, 201). Par ailleurs, la

délétion du facteur inflammatoire endothélial ICAMehez la souris, permet de limiter
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linfiltration leucocytaire, et de réduire la file pulmonaire radio-induite et l'insuffisance
respiratoire, lallahanet al,2002; Kiyoharaet al, 2017).

De facon intéressante, le stress oxydant radioiirziigue et chronique revét une importance
dans l'apparition de lésions tardiveghéo et al, 2007). Particulierement, cibler ce stress
revient en partie a cibler le stress oxydant erg@th et confere un bénéfice radioprotecteur
intéressant. Parmi les travaux publiBsrbéeet coll, en 2009 montrent que l'utilisation de
Gamma-Tocotrienol, un analogue de la vitamine Eaiaateres antioxydants et inhibiteur
d’'HMG-CoA reductase, cible particulierement les ldek endothéliales, permet une
radioprotection des souris irradiées sur corpsegngit bloque les modulations moléculaires
intervenant en phase aigughanget coll, en 2012 montrentin vivo que [l'utilisation de
AEOL10150, unscavenger(pieégeur) de ROS et de RNS, administré 2h poathiation
thoracique, puis quotidiennement sur 4 semainesgiede réduire considérablement la mort
cellulaire des pneumocytes et des cellules endategl Sur le plan moléculaire, ce traitement
réduit le stress oxydant, la production de TGFet permet de réduire la signalisation des
voies d’apoptose (p53, Bax) mesurés tardivementsangaines. Egalementprotnikova et
coll, en 2010et Ottersonet coll, en 2012 utilisent des mimétiques des SOD/Catalase de la
famille des composés Eukarion dont 'lEUK-207, afsnbloquer les dommages endothéliaux
radio-induits et de rétablir les fonctions endatdék. Plus particulieremengaoet coll, en
2012 montrentin vivo chez le rat sur des modeles de pneumonie et desélpulmonaire
radio-induite, que l'utilisation de 'EUK-207 sunwschéma de traitement débutant a 7 jours
post-irradiation, permet une amélioration de laac#p respiratoire, une ameélioration de la
vascularisation pulmonaire, et une réduction déideose radio-induite mesurée a 7 mois
post-irradiation. En ce sens, les nombreux travditepperlyet coll, (1998, 2002, 2003 ont
montré que [l'utilisation de SOD2 en thérapie géaigquermet de prévenir contre les
dommages tissulaires induits tardivement apresdliatan tels que la fibrose pulmonaire, la
cystite, les dommages sur les cellules hématopaiEti de la moelle osseuse, les dommages
sur les cellules oesophagiales et de la cavitéeoralire améliore la durée de vie. Une
diminution de la surexpression radio-induite d'ICAMet de VCAM-1 est également
observée sur le long terme. L'ensemble de cesurasaggerent que la prévention du stress
oxydant et/ou de linflammation peu aprés lirrdtha peut permettre de prévenir
l'installation chronique de ces stress et le dgwedmnent de lésions subséquentes.

Les travaux dAvrahamet coll,en 2010 portent quant a eux sur les vaisseaux lymphatigqtie
sur les dysfonctions lymphatiques radio-induitébrése, cedémes) sur queue de souris. lIs

montrent de fagon intéressante que si la déléetroA8Mase permet de protéger la mort
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cellulaire précoce des cellules endothéliales Iyatipnes, elle ne protege pas des
dysfonctions lymphatiques tardives ; et inversemé@nhibition du TGFf1 n"’empéche pas la

mort cellulaire des cellules endothéliales lympinats, mais protéege des dysfonctions
lymphatiques tardives. lls montrent également @seckellules lymphatiques ont la capacité
d’entrer en sénescence de facon dépendante desk dloradiation, et suggerent une
probable implication de ce phénotype dans le d@pelment des dysfonctions lymphatiques

tardives observées.

Endothélium, S1P & lésions radio-induites tardiveSi comme nous avons pu l'observer, le
pré-traitement par S1P a des effets bénéfiquesectapoptose endothéliale radio-induite et
la toxicité aigué, les effets de ce traitementl®mdothélium et les Iésions radio-induites a
long terme restent peu connus.

Cependant, il a été montré dans le cas de lésidnsopaires radio-induites (RILI) dans les 6
semaines suite a une exposition thoracique entret 286Gy chez la souris, que I'expression
des Sphingosine Kinases 1 et 2 est augmentée ik gpiveau de Céramide sur la S1P est
élevé. Egalement, les souris déficientes pour he gie la SK1 ou avec une expression réduite
en récepteur SIPS1R ou S1R montrent une susceptibilité augmentée pour le RALI.
linverse, le traitement chronique par analogues Sdd}, connus pour leurs propriétés
vasculo-protectrices, permet de limiter le RILI. fraitement a la Simvastatine, connue pour
atténuer le RILI, induit une augmentation de I'eeqmion de la SK1 et réduit le ratio
Céramide sur S1PMathewet al, 2011). Toutefois, le méme groupe montre ensuite sur un
modele de fibrose pulmonaire radio-induite (le staliccédant le RILI) chez la souris,
observée a 18 semaines suite a une irradiatioaditue a 20Gy, qu’un traitement chronique
a la Myriocine, un inhibiteur de la Sérine Palmitmnsférase (SPT), induit une atténuation
de la fibrose. La SPT contréle la biosynthese eadegles sphingolipides. Egalement, ici la
Myriocine induit une diminution de la surexpressi@dio-induite de SK1 et de S1P, et
interfére avec la signalisation T@F{Gorshkovaet al, 2019. Il est a noter que lirradiation
induit la génération de TGE-qui a un réle majeur dans la fibrose radique,ust lg TGFB
induit I'activité de la SK1 et favorise la signai®on de la S1P dans les cellules endothéliales,
(Igarashiet al, 2009. Indépendamment de ['irradiation, il a égalemét& montré dans un
modeéle de Iésion pulmonaire induite par un traitetn@ela bléomycine chez la souris, une
différence d'impact de I'administration d’analogugs S1P. A I'opposé d’une exposition

courte qui permet une atténuation des dommagesulaar®s aigus dans le poumon, un
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traitement chronique aggrave les lésions, et autgriea dommages vasculaires et la fibrose
pulmonaire. Ceci suggére qu’un traitement proloagé S1P ou un analogue provoque des
effets délétéres via la stimulation de voies phodiiiques, ou qu’une sur-stimulation de $1P
provoque une désensibilisation des récepteurs et interruption de la signalisation
dépendante de la S1Bheaet al,2010.

Notion émergente Nous avons pu observer que de nombreuses patesltgidives

radio-induites coincident, voire sont clairemerstoasees aux dysfonctions vasculaires, faisant
de I'endothélium une cible majeure en terme deogadiection. Cependant, les mécanismes
biologiques mis en jeu dans I'endothélium sont cexgs a décrypter car ils font intervenir
un ensemble de processus tels que l'inflammatide etress oxydant. Toutefois, ces stress
ont un caractére « chronique » qui laisse trangiparan phénotype cellulaire acquis mais
cependant potentiellement réductible dés une itibibiprécoce. En ce sens, la sénescence
endothéliale qui, comme nous le verrons plus legt,un phénotype acquis tardivement mais
initié dés le stress cellulaire, semble étre tontkquée pour répondre a ce réle, et étre, du
moins en partie, responsable du développementsttnktardives. Elle a d'ailleurs, comme
nous l'avons cité, été retrouvée dans certainesrigsson impact direct restant cependant a
étre clairement déterminé.
Par ailleurs, si nous avons pu voir que le traiteingela S1P favorise la survie des cellules
endothéliales dans les phases aigués post-iradiatton impact a long terme sur
I'endothélium doit étre éclairci, ainsi que les mtadions selon les récepteurs mis en jeu.
D’autres part, la S1P favorisant potentiellementdéseloppement de lésions radio-induites
tardives, il reste a déterminer si cet impact papae I'endothélium, voire par une

accentuation de la sénescence endothéliale radiotén
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. CARACTERES & MECANISMES DE LA SENESCENCE ENDOTHELIALE

A. Le phénotype « sénescent »

Les premiéres observations de cellules en éta¢miessence ont été rapportées des les
années 60, sur des cultures de fibroblastes naosftianés, non-immortalisés, issus de
différents organegHayflick, Moorhead, 1961 Les auteurs observérent un seuil limite de
capacité de division en fonction du nombre de ggssa culture. Ces cellules sont viables et
meétaboliguement actives. Si la sénescence a ététed@mn premier lieu en reflet du
vieillissement cellulaire lié au franchissement rd'seuil de réplication des cellules
somatiques au cours du temps, on parle alors daessence réplicative », il existe d’autres
stimuli de la sénescencel.0pez-Otin et al, 2013. On fera donc la différence entre
sénescence réplicative et une sénescence induiteurpastress dite « prématurée » ou
« accelérée », (SIPS pour Stress-Induced Prem&erescence), Campisi, d’Adda di
Fagagna, 2007 Campisi, 201R Ce second type sera notamment le cas de lacahues
induite par lirradiation, ou encore par le stresgdant.

Ainsi, les cellules sénescentes s’accumulent auscdu vieillissement naturel d’'un
organisme. Lors d’'un stress, si la sénescencelaieduest aussi un moyen d’empécher la
transmission de Iésions a la prochaine génératmmallule, elle conduira cependant a la

contraction prématurée du « vieillissement » caital

La sénescence cellulaire est un phénotype faisatd@rvenir des meécanismes
moléculaires complexes linéaires ou chevauchargs.n@®canismes sont encore de nos jours
mal élucidés et peuvent différer selon le type utaite et selon le statut proliférant ou
quiescent. Egalement, si la sénescence réplicai®een jeu une érosion des télomeéres a
chaque division, la sénescence prématurée qudlg, anet en jeu des mécanismes différents
en fonction du stress inducteur. Au cours des @oshchapitres, nous décrirons plus
particulierement les mécanismes moléculaires racordans I'endothélium en sénescence
réplicative et en sénescence radio-induite.

Néanmoins, bien qu’en termes de mécanisme moléeuwas différences apparaissent
entre la sénescence réplicative et la sénescerorapurée, en termes de marqueurs de
reconnaissance, les cellules sénescentes préstrgaenémes profils phénotypigques de base,
(Cho, Hwang, 2011 Sikoraet al, 2011; Campisi, 201R Elles présentent en particulier une
morphologie élargie. Aussi, a la difféerence desuted quiescentes, les cellules sénescentes

présentent une insensibilité aux stimuli de prodifi®n et sont stoppées dans leur cycle
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cellulaire. Elles expriment d’ailleurs de facon menente des protéines d’inhibition du cycle
cellulaire telles que p21 et/ou pl&t€inet al, 1991). Ces marqueurs sont induits que les
cellules soient a la base proliférantes ou quidssenils permettent donc de provoquer ou de
maintenir le statut non-cyclant. L’expression dd @3t sous le contréle de p53, et celle de
pl6 permet la régulation de phospho-Rb. Si I'abtiogan vitro de I'axe p21 ou p16 peut
potentiellement permettre de bloquer la sénesceelbdaire, leur surexpression induite peut
la provoquer, Chenet al, 2006; Chen, Goligorsky, 2006Les criteres majeurs couramment
utilisés pour la détection de la sénescence celulseront donc en premiers lieux la
morphologie élargie, I'incapacité a proliférer, letxpression persistante de p21 et/ou p16,
(Campisi, d’Adda di Fagagna, 200Egalement, la positivité pour le marquage de lafSA-
Galactosidase (pour Senescent Associfit€&hlactosidase) a été montrée pamri et coll,
(Figure n°26; Dimri et al, 1995. Cette enzyme est unpg-Galactosidase lysosomale
surexprimée dans les cellules sénescentes etéstigpement active a un pH de 6. Elle n’est
pas exprimée dans les cellules différenciées, geigses, ou immortalisées. Elle présente
'avantage de réagir avec le X-Gal (pour 5-Bromokdbro-3-indolyl-D-galactopyranoside),

et de marquer les cellules sénescentes en bladanmtone détection par microscopie optique
pratique d’utilisation.

Figure n°26 : Observations microscopiques de marquages de la Smeent Associatefd-
Galactosidase.
A. Observation de cellules endothéliales sénescentéso positives en bleu pour la §hGalactosidase.
B. Observation d’'une coupe histologique de derm@idieéme de sujet de 38 anBjifiri et al, 1995.
C & D. Observation d’une coupe histologique de derme it da 76 ans(), et d’une coupe histologique
d’épiderme de sujet de73 ar®){( positif en bleu pour la SB-Galactosidase[Qimri et al, 1995.
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D’autres marqueurs sont utilisés mais cependarst, pegameétres restent variables
selon les types cellulaires et la nature de l'induc de la sénescence. Des observations
microscopiques des cellules sénescentes ont puename modification de la chromatine sur
certaines régions via la formation de foyers dedeosation d’hétérochromatine ou SAHF
(pour Senescence-Associated Heterochromatin Hoe$). SAHF contiennent notamment des
histones H3 modifiés sur lysine 9 et des protéidE4 (pour Heterochromatin Protein 1), et
sont souvent retrouvees sur des sites cibles delé2Bloquant ainsi et renforcant I'arrét de
croissance,Naritaet al, 2003, 200). Seront potentiellement aussi observés, notamuoearg
le cas d’'une « génotoxicité », des foyers perdsistda dommages de '’ADN ou DNA-SCARS
(pour DNA-Segments with Chromatin Alterations Remcfng Senescence) correspondant a
des foyers de cassures de I'ADN ou a des TIF (dalomere dysfunction-Induced Foci),
(von Zglinicki et al, 2005; Rodieret al, 2011; Sikoraet al, 2011 ; Campisi, 2018 Pour
autant, il est a noter que la chromatine des @slsEnescentes peut aussi étre modifiee de
facon a promouvoir I'expression génique. Il appamdtamment des modifications de
l'acétylation et de la méthylation du génome au rsodu vieillissement, telles que
’hypométhylation de I'ADN, et une diminution dectaurs de désacétylation d’histones,
permettant ainsi une relaxation et une expressiorge&he concernéBéharet al, 2006;
Fraga, Esteller, 2007 0Ota et al, 2007, 201Q Heyn et al, 2012; Han, Brunet, 2012
Tsurumi, Li, 2012

Les cellules sénescentes peuvent potentiellemegsepter des modifications
mitochondriales. Ces modifications concernent wgreentation de la masse mitochondriale,
une augmentation de leur volume individuel, unetration de l'activité de la chaine
respiratoire, une altération du potentiel membranau encore des dommages de I'ADN
mitochondrial, (ee et al, 2002 ; Moiseevaet al, 2009 ; Cho, Hwang, 2011 Cette
augmentation de la masse mitochondriale peut stpxg dans le but de compenser les
défauts de fonctions mitochondriales et pour assure respiration efficace, mais peut aussi
s’expliquer par un défaut de fission, ou encoreqdelité de renouvellement du réseau
mitochondrial par autophagie/mitophagiggridracret al, 2005; Yoon et al, 2006; Leeet al,
2007; Yen, Klionsky, 2008

De plus, les cellules sénescentes peuvent présenéeaugmentation maintenue du
niveau de ROS, en particulier visible par une augat®n d'G". Ceci peut étre associé aux

altérations mitochondriales et/ou a un défaut danggulation par les anti- et pro-oxydants
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endogenes, Muller, 2009. Le stress oxydant étant connu pour étre un ieducde la

sénescence, il est donc en somme a la fois caesastquence de la sénescence.

Les cellules sénescentes développent égalemeninddsdications de I'expression
génique et de leur sécrétome. Ces modificationguent notamment I'expression de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires, de chimek de facteurs de croissance et de
protéases. Ces modifications phénotypiques ondéfigies par le groupe de Campisi comme
le SASP pouSenescence-Associated Secretory Phenofgpeltonet al, 1999; Coppéet al,
2008, 201Q Freundet al, 2010; Campisi, 2013 Ce SASP differe selon le type cellulaire et
le stress inducteur de la sénescence. Les celkdasscentes ont donc une activité de
communication cellulaire paracrine et autocrinenaeigtée. Selon le contexte physiologique,
cette caractéristique présente des effets bénéfiqueélétéresFgure n°27). Le SASP peut
permettre d’activer la réparation/régénératioruteise suite a une lésioe.q. TGF3 ; PDGF
pour Platelet Derived Growth Factor), ou encoretawn caractere inflammatoire d’intérét
favorisant I'élimination par le systeme immunitade cellules vieillissantes ou néoplasiques
(e.g. cellules NK; IL-6 et 8 (pour Interleukines-6 ef), 8MIPs (pour Macrophage
Inflammatory Proteins), GM-CSF (pour Granulocytetitphage Colony Stimulating
Factor)), Kueet al,2007; Krizhanovskyet al,2008; Coppéet al,2008, 201Q Davaloset al,
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Figure n° 27 :Impacts fonctionnels du SASP.
Adapté de-reundet al,201Q
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2010. Cependant, il peut aussi revétir un caracteket@® en maintenant cette inflammation
de facon chronique, pouvant ainsi contribuer areltée tissu environnane(g. IL-6 et 8 ;
TGF{3), (Coppéet al, 2008 ;Chunget al,2009. Le SASP peut également stimuler ou inhiber
les voies de prolifération et de survie,. GROs pour Growth Regulated Oncogenes ; IGF-1
pour Insulin Growth Factor-1 ; TN&-pour Tumor Necrosis Factory, (Coppéet al,2008. I
peut cependant aussi favoriser la progression taleoria une stimulation de voies pro-
angiogéniquese(g. VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor),encore modifier la
matrice extracellulaire et étre pro-transition B@itb-mésenchymateuses.§. MMPs pour
Matrix MetalloProteinases ; PAI-1)Coppéet al, 2008, 201Q Labergeet al, 2012). 1l est
intéressant de noter qu'une sénescence induitengasurexpression forcée de p21 ou de p16
ne conduira pas au développement du SASBp|i€ et al, 20)1Le SASP se développe suite
a une sénescence induite ou accompagnée d'uneladidm génomique ou épigénomique
telles que des dommages de I'ADN, une dysfoncti@onmérique, une altération
épigénomique, un stress oxydant, ou encore unsstnésgénique. Il a d’ailleurs été montré
gue le SASP se trouve, du moins en partie, sousoiidrble de voies de réponses aux
dommages de I'ADN, en particulier via ATM, dont dggnalisation est maintenue dans le
temps ; ou encore lorsque la structure de la chiiomast remodelée via une régulation de
son acétylation. De facon intéressante, si p53duestubstrat important d’ATM et que son
activité contribue de fagon majeure au développérderia sénescence et a I'expression de
nombreux facteurs, son activité n’est en revanche mecessaire a I'expression de SASP
classiques telles que I'lL-6 ou P'IL-8¢( ; Rodieret al, 2009; Coppeéet al, 2008,
2010; Freundet al,2010; Pazzoliet al,2012; Campisi, 201R

Autres modifications fonctionnelles, les cellulénascentes montrent une adhésion a
la surface extracellulaire augmentée, et une &ilbérades contacts cellule-cellule. Ces
altérations peuvent donc entrainer un défaut dangpdrméabilité d’une monocouche
cellulaire, ou encore dans la communication inférzére, mais peuvent aussi permettre le
recrutement de cellules immunitaires ou de progérst endothéliaux. De plus, les cellules
sénescentes pouvant remodeler la matrice extréaedu elles modifient aussi le
microenvironnement de contact des cellules voisifegrisant ainsi une déstructuration et
une dysfonction du tissuChenet al, 2000; Nishio et al, 2005; Sermsathanasawast al,
2009.
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Ainsi, la sénescence cellulaire représente un argdtersible de la division cellulaire
mais conserve les cellules métaboliqguement acti8@elle est un mécanisme de barriere
lorsqu’il est question de cellules tumorales, ilest differemment lorsqu’il est question de
cellules saines. En effet, elle peut permettre itBéwne transformation néoplasique chez les
cellules endommagées, et de freiner I'expansiotad@meur en réduisant la prolifération
cellulaire, et en activant le systeme immunitai@¥, dans le cas de cellules saines, la
sénescence peut induire des perturbations fonai@snmaintenues sur le long terme, et peut
participer au développement de Iésions tissulau@se accelérer I'apparition de pathologies

normalement liées a I'age;usalimsky, 2009 Collado, Serrano, 20L,0Campisi, 2018

B. Mécanismes moléculaires de la sénescence endothélia

Cette partie détaillera les mécanismes de la sénesendothéliale et les éventuelles
associationsn vivo. Seront discutés également certains mécanismasdlé®tde facon plus
avancees dans dautres types cellulaires préefétiemient non-cancéreux susceptibles

d’apparaitre dans I'endothélium et utilisés comrasds d’investigations.

1. Sénescence endothéliale réplicative
a Mécanismes moléculaires impliqués dans la sénescendothéliale
réplicative

i. L'érosion des télomeres & mécanismes dépendantadal

Les télomeéres représentent en quelque sorte, rkdie mitotique » de la cellule. lIs
sont situés a l'extrémité des chromosomes, et somstitués d’'une répétition de séquence
double-brins d’acides nucléiques TTAGGG|dyzis et al, 1989. lls forment une coiffe sur
les chromosomes, empéchant ainsi leur fusion des lemtrémités entre elles. A chaque
division, les télomeéres sont raccourcis de queldpases, farley et al, 1990. L’activité des
nucléases liées a ce raccourcissement engendrexargnité 3’ simple-brin due aknd-
replication problem (Levy et al, 1999. Cette extrémité libre a pour particularité denfer
une boucle avec des protéines télomériques vegrartee double-brin. Cette structure est-la
loop, et permet de ne pas étre reconnue en tant quendges de I’ADN. Les protéines
télomériques permettant la protection du télomérmént un complexe appetdelterinqui
est constitué de 6 protéines : TRF1 et 2 (pourmele Repeat binding Factor 1 et 2), POT1
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(pour Protection Of Telomere 1), TIN2 (pour TRFiehacting protein 2), TPP1 (pour TIN2
and POT1 interacting Protein 1), et RAP1 (pour Rspor and Activator Protein 1§5i(ffith

et al, 1999; de Lange, 2005 Palm, de Lange, 2008Figure n°28A). Si a I'état basal, les
télomeres ne sont pas reconnus en tant que catsliADN, c’est grace aux protéines TRF2
et POT1 qui ont également un rdle d’inhibition déeNHEJ et de la RH via notamment
I'inhibition respective d’ATM et d’ATR, I(azzerini Denchet al,2007). Le shelterinparticipe

a la protection du télomere mais participe audsi synthese d’ADN lors de I'activité de la
Télomérase. La Télomérase est une transcriptasersmvpermettant I'élongation des
télomeres. Elle est composée d'une sous-unité ytigpad, la TERT (pour Telomerase
Reverse Transcriptase) et d'une matrice d’ARN, |BERT (pour Telomerase RNA
Component). Lorsque les téloméres sont d’'une lamgoerrecte, leshelterinspermettent la
structure en boucle et ferme l'acces a la Téloneerasrsque les télomeres sont courts, la
structure est ouverte et laisse I'acces a la Télaseg (le Lange, 2005 Nandakumar, Cesh,
2013; Figure n°28A). Cependant, la Télomérase est faiblement expridaés les cellules
somatiques, et est trées exprimée dans les celgdesinales et tumoralesCgunteret al,
1992. Dailleurs, l'activité de la Télomérase est afitgedans les cellules fraichement isolées
d’endothélium quiescent issu d’aorte ou de veindiboale. Cependant, cette activité est
augmentée lorsque ces cellules sont stimulées l&épeo en culture, Kurz et al, 2003.
L’induction de la surexpression de la Télomérasedeusa sous-unité catalytique permet
d’inhiber la sénescence endothéliale réplicativenget al, 1999.

Suite aux multiples divisions des cellules somagjues téloméres sont raccourcis et
ne sont plus protégés, ils sont alors reconnugealeés comme des cassures de I'ADN. lls
feront intervenir par exemple, la protéine ATM, demplexe MRN,yH2AX, 53BP1, les
facteurs de la NHEJ, les facteurs de la RH, ATR, b, p21, et p16. Si ces « dommages »
sont non-réparables, selon le type cellulairejgaaisation provoquera une apoptose ou une
entrée en sénescence ou dans ce dernier cas #isatjon est persistantesdrisederet al,
1999; d’Adda Di Fagagnat al,2003; Takaiet al,2003; von Zglinicki et al, 2005; Celli, de
Lange, 2005; de Lange, 2005 Lazzerini Denchiet al, 2007 ; Palm, de Lange, 2008
Fumagalliet al, 2012; Figure n°28B). En situation normale, I'érosion des télomeres se
poursuit avec I'age dans les cellules endothéliglésanget al, 1999. Cette sénescence est
cependant d’autant plus précoce que les zones laassuconcernées, telles que les artéres
coronaires, seront soumises a un flux sanguin etramouvellement endothélial plus
important. Ces zones sont notamment sujettes aelagpement de I'athérosclérose ou de

nombreux travaux ont mis a jour un raccourcissendesttélomeres et une sénescence des
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Figure n°28 : Structure du télomére et du complexe Shelterin & Mde d’action de la
Télomérase, Q). Signalisation du raccourcissement et de la perte protection des
télomeres, B).

Adapté dede Lange, 2005

cellules endothélialesChanget al, 1995; Van der Looet al, 1998; Fentonet al, 2001;
Erusalimsky, Fenton, 2002 Ogami et al, 2004; Minamino et al, 2002, 2004, 2007
Andreassi, 2008 Il est intéressant de noter que les modéldiségi montrent une absence
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d’apoptose endothéliale avec I'agegefitonet al, 2007). L'érosion des télomeres, mais aussi
I'utilisation de modéle de déficience en Télomératas dominants-négatifs de protéines du
complexeshelterin ou des mutations de protéines de la réparatidtA@N, conduisent par
ailleurs a une sénescence endothéliale accélérée @intraction précoce de pathologies
vasculaires liées a l'ageM({namino et al, 2002; Lombardet al, 2005; Andreassi, 2008
Durik et al,2012. Par ailleurs, les modeles animaux mutés pougllEments de maintenance
des télomeéres, ou de signalisation/réparation,eptéat une durée de vie plus courte et des
pathologies normalement liees a I'ageprtbard et al, 2005; Slijepcevic, 2008 Si la
déficience en p53 chez la souris peut impliquen&ntien de cellules endommagées par leur
dérivation néoplasique ou leur sénescence par adation de dommages, les modeles
animaux présentant une activation chronique de gE8/ent aussi favoriser la sénescence
cellulaire, et accélerer les phénotypes de visdlisent, Tyner et al, 2002; Maier et

al, 2009). Les patients atteints de certains syndromedsaiissement prématuré (progérias),
développent prématurément des dysfonctions vaseslde type athérosclérose, des troubles
cérébrovasculaires, et souvent décedent suite acalaplications du myocardeMértin,
2009.

De plus, l'organisation de la structure de la chatne, ainsi que l'activité des
modulateurs de cette organisation (facteurs d'éaidy, de méthylation...), peuvent
participer a la maintenance des télomeéres. Lesmégielomériques des cellules sénescentes
présentent en effet une relaxation augmentée dehtamatine, comparée aux cellules
« jeunes » qui présentent des téloméres compdcpestégés. Par ailleurs, des modifications
épigénétiques de I’ADN ont été rencontrées au deipathologies vasculaires liées a I'age,
(Blascoet al, 2007; Sinclair, Oberdoerffer, 2009Decottignies, d’Adda di Fagagna, 20,11
Websteret al, 2013. En particulier, il a été montré que SIRT1 (p&irtuin 1 ou Silent
Information Regulation 2 homolog 1), qui est ungtdnie désacétylase de classe lll a activité
dépendante du NADet peut réguler la structure de la chromatinet peteragir avec les
télomeres, favoriser la désacétylation des histortéfomériques, atténuer leur
raccourcissement, et requiert I'activité de la Tédoase. SIRT1 est aussi capable d’interagir
avec d’autres protéines comme p53, et de le désdacét I'inactiver, (Luo et al, 2001;
Chenget al,2003. La surexpression de SIRT1 favorise I'élongaties télomeres mais aussi
la recombinaison homologue. Chez les souris, lexguiession de SIRT1 prolonge la durée de
vie. Sa déplétion favorise le raccourcissementéemeres et le vieillissement prématuré des

cellules, Palacioset al, 2010. Les souris déficientes en SIRT1 présentent desnthges
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télomériqgues augmenteés, des défauts de développeatemt une durée de vie plus courte,
(Chenget al, 2003; EI Ramyet al, 2009. Les cellules endothéliales traitées par un iitduiip

de sirtuines, le Sirtinol, entrent en sénescenes.dellules endothéliales sénescentes peuvent
présenter une expression de SIRT1 diminuée comaréeellules jeunes, et un traitement
par Resveratrol (polyphénol ; role activateur d®Tl ; a des propriétés anti-oxydantes),
permet de réduire la sénesceimteitro etin vivo, (Otaet al, 2007, 201Q Tanget al, 2012;
Hwanget al, 2013. Par ailleurs, la surexpression de SIRT1 spégifigent dans les cellules
endothéliales de souris « pro-athérosclérose » gietla réduire le développement de Iésions
athérosclérotiquesZfianget al, 2008.

Egalement, I'expression de PATZ1 (pour POZ/BTB akit-hook-containing zinc finger
protein 1), est diminuée au cours de la sénesaggeellules HUVEC. PATZ1 a notamment
un réle de régulateur de transcription via un regtege de la chromatine. PATZ1 est
également retrouvé réduit au sein de plaques atiérotiques chez la souris et au sein des
artéres des sujets agés. La délétion de PATZ1esudUVEC jeunes accélere leur entrée en
sénescence, tandis que sa surexpression sur leE@WAgées la réduit. Par ailleurs, cette
sénescence passe par la génération de ROS provademrdommages de 'ADN (ATM
phospho-Ser1981H2AX) et l'induction de p53. La délétion de PATZArs les cellules
déficientes en p53 ne produit pas de sénescenggliddtion d’un anti-oxydant (NAC) dans
les cellules déficientes en PATZ1 permet de rédigraiveau de ROS, la sénescence, et
l'induction de p53,Choet al,2012).

ii. Le stress oxydant chronique & les voies mitochaldsi

Depuis de nombreuses années déja les ROS ont gtémuause dans le vieillissement
cellulaire naturel. Une « théorie du vieillisseméntadicaux libres » a été poséelafman,
1956. Depuis, plusieurs observations ont permis dayeér :

- Des cellules cultivées en faible concentration gg®ne vivent plus longtemps
(Packer, Fuehr, 19%,7alors que des cellules exposées a de fortesentmations
présentent une durée de vie réduite et un raccmamient des télomeres
accelére,\{on Zglinicki et al, 1995.

- L’exposition a un stress oxydant chronique ou |gtin de facteurs anti-oxydants
favorisent le vieillissement de I'organisme, algtge I'exposition chronique a un anti-
oxydant pourrait augmenter la durée de vie (norfigéchez I'humain), Paul et al,
2007; Salmonet al,2010; Dolaraet al,2012; Marchalet al,2013.
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- La sénescence cellulaire est retrouvée au seitth@lpgies liées a I'age et associées
au stress oxydantlfnaminoet al,2002; Yudohet al, 2005; Farhatet al, 2008; Cao
et al,2013.

- Le stress oxydant provoque la sénescence cellpa@maturée et peut étre associé a
un raccourcissement des télomeréden, Ames, 1994Kurz et al, 2004; Richter,
Von Zglinicki, 2007; Voghel et al, 2010. L’exposition & un anti-oxydant freine la
sénescence, et peut potentiellement permettreivkada Télomérase et de freiner le
raccourcissement des télomeré&dhelet al, 2008; Zhanet al,2017).

- Lors du vieillissement, il y a une accumulationlaelétérioration des macromolécules
compatible avec le stress oxydant : augmentatio-kdgdroxydeoxyguanosine ; une
augmentation des mutations/délétions de I'ADN rnaick et mitochondrial ; une
diminution de l'efficacité de dégradatioe.g. protéasome) ; et une diminution de
I'efficacité de réparation des dommages de I'ADMntcibuant ainsi a fixer les
anomalies. De méme, il y a une accumulation degjmears biologiques révélant une
adaptation au long cours des cellules a un étabyydant, par exemple : induction de
genes codant pour des enzymes anti-oxydantesessipn de gene codant pour des
eléments de la chaine respiratoirBal@banet al, 2005; Trifunovic et al, 2008;
Muller, 2009.

- Les cellules sénescentes peuvent présenter desatialté mitochondriales :
augmentation de la masse mitochondriale ; stregdamt mitochondrial ; dysfonction
de la chaine respiratoire; augmentation du nombee copies du génome
mitochondrial, Leeet al,2002; Trifunovic et al, 2009.

- La promotion du pouvoir anti-oxydant au sein denigochondrie augmente la durée
de vie chez la sourisS¢hrineret al, 2009, et peut freiner le vieillissement cellulaire,
(Obukhoveet al,2009; Gruberet al,2013.

Le vieillissement vasculaire et le stress oxydaahtsclairement associés. La
sénescence endothéliale est observée chez les Sges, et est rétardée lorsque ces souris
ont un pouvoir anti-oxydant endogene importabipr(atoet al, 2007; Csiszaret al, 2007).

De plus, la sénescence endothéliale a été maionissréncontrée au cours d’études de
pathologies vasculaires liées a I'age telles gatnérosclérose ou I'hypertensioiifiamino

et al, 2002; Madamanchi, Runge, 20Q)7ou la aussi des traitements par anti-oxydants
pourraient permettre de réduire ces dysfonctionsglielet al,2008; Camiciet al, 2017).
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Il est a noter que si les cellules sénescentegmied® un stress oxydant chronique, ce
stress oxydant peut participer a renforcer le ptyf@ode sénescence, voire potentiellement le
diffuser. Ainsi, le stress oxydant peut étre uneséguence et/ou un inducteur de la
sénescence, et sera compris dans un phénotyperge arare la sénescence réplicative et la
sénescence prématurée. En effet, le stress oxyaaten retour contribuer notamment a
'endommagement des télomeres, altérer le génoréaite et mitochondrial, maintenir des
sighaux de stress, et participer au maintien a tenge des dysfonctions mitochondriales,
(Carlisleet al,2002; Muller, 2009; Feineet al,2012.

Sur le plan mécanistique, la relation stress oxydaeénescence endothéliale joue sur
plusieurs paramétres. De nombreux facteurs peldtemta I'origine du stress oxydant : des
dysfonctions mitochondrialeg.g.chaine respiratoire, ADN mitochondrial), les amtiydants
endogenes, ou encore les protéines de la famill@ Bc

Notamment, concernant I'endothélium, il a été méntjue les patients jeunes
présentant des maladies mitochondriales sont sbwwvgets a développer des complications
vasculaires, Fudduet al, 2009. Par ailleurs, les souris exprimant une ADN padlyase
mitochondriale défectueuse vieillissent prématur@meTrifunovic et al, 2009. Les
mutations et les dommages de 'ADN mitochondriairélent également avec les zones
d’athérosclérose et le vieillissemera(lingeret al, 2000, 2002 Meissneret al,2007).

D’autres altérations peuvent expliquer le stresgdart mitochondrial. Il a pu étre
montré des défauts d’expression/d’activité de aestaomplexes de la chaine respiratoire au
cours de la sénescence endothéliale réplicativembdele de cellules endothéliales d’'artere
pulmonaire porcine a montré un défaut d’activitécdmplexe IV en lien avec 'augmentation
de la génération d’0 et de HO, au cours de la sénescencéin(et al, 2003. Un modéle
d’aorte de rat 4gé a €galement montré une expressione activité réduite des complexes I,
Il et IV, (pas d’altération des complexes Il et,\@n association avec un stress oxydant
mitochondrial, Ungvari et al, 2009. Un modéle murin inductible pour I'expression du
complexe Il muté sur la sous-unité SDHC dans la@®er confére une augmentation de la
génération d'@  dans les cellules endothéliales et épithélialestteCaugmentation est
accentuée lors du vieillissement, et aggrave ledodgtions de la cornéeDgouchiet al,
2012. La déficience en SOD2 chez la souris entrainstigss oxydant mitochondrial associé
a un défaut d’activité du complexe Il, a l'inductidle dommages de I’ADN nucléaire, et
acceélere la sénescence cellulaire de la peau. @esteres sont retrouvés au cours du

vieillissement chez la souris/élardeet al,2012).
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Egalement, l'induction de Nox4 dans les cellules \HBC, favorise le stress oxydant
mitochondrial, et entraine une inhibition de I'eagsion et de I'activité du complexe I. Nox4
est augmentée dans les cellules endothéliales cabries, et son inhibition retarde la
sénescenceKpziel et al,2013. Par allleurs, il a été montré que I'acquisitdmla confluence
chez les cellules BAEC est associée a une augnenii potentiel membranaire et a une
diminution d’'UCP2, (pour mitochondrial Uncouplingoein 2, facteur découplant). La
délétion d’'UCP2 dans les cellules endothélialesliferantes réduit les fonctions de
prolifération et de migration, et provoque une aagtation de la génération de superoxides
mitochondriaux & long terme. Ces cellules deviehsénescentes (mesure ad™4our) de
fagcon dépendante de p53. La réduction de p53 aorglémentation par SOD2 ou UCP2
elle-méme, réduisent la sénescence et restausefaretions, $himasaket al, 2013.

Concernant les facteurs anti-oxydants endogenaspul étre montré sur endothélium
aortique issues de souris agées, qu’'une déficienc@OD2 aggrave 'augmentation du stress
oxydant mitochondrial, le défaut de vasorelaxatieinl'apparition de dommages de I'’ADN
mitochondrial, Qhashiet al, 2006; Liu et al, 201]). Par exemple, le phénotype SOD2+/-
chez la souris, provoque un stress oxydant mitadti@net des dommages de I'ADN
mitochondrial, et accélére la survenue de dysfonstvasculaires liées a I'ag&y¢nzelet al,
2008. Notons que les souris SOD2-/- ne sont pas sal@ders que les souris SOD2+/- et
SOD1-/- sont viables mais trés sensibles au stggdant et présentent une durée de vie
réduite et/ou un déclin prématuré des fonctionamigges. Les souris GPX1-/- sont viables et
ne présentent pas de réduction de la durée deai garont sensibles au stress oxydant. De
facon intéressante, les souris surexprimant lal&sapéecifiquement dans la mitochondrie et
non dans les peroxysomes ou le noyau, présentendunée de vie augmentée de 20%. Ces
données soulignent I'importance majeure de la edgul du stress oxydant au niveau
mitochondrial pour le bon fonctionnement des ceBulGchrineret al, 2005 ; Salmoret al,
2010. L'induction de SOD2, de GPX1, ou de la Catalpset permettre de réduire le stress
oxydant et la sénescence endothélidlgagt al, 2010; Miyashitaet al,2012; Higashiet al,
2013.

Les cellules endothéliales sénescentes peuvergretsies modifications de la masse
et du réseau mitochondrial. Il a été montré uneirdition de I'expression de facteur de
fission Fisl et Drpl dans les cellules endoth&i#dl&/VEC sénescentes et une élongation du
réseau mitochondrial, ainsi qu’'un endommagementAd@EN mitochondrial, Jendractet al,

2005; Mai et al, 2010. Cependant, un excés de fission mitochondriadeissi été observé
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sous stress oxydant dans des cellules endothéBMSC sénescentesSliimasakiet al,
2013. Il a également été montré dans des cellules Hgle la déficience en Fisl, un facteur
de fission mitochondrial, provoque une élongationréseau mitochondrial et une entrée en
sénescence. Ce profil est associé a une dimindtigootentiel membranaire mitochondrial, a
une augmentation de la génération de ROS, et &i@&rgtion de dommages de I'ADN

nucléaire, (eeet al,2007).

De plus, comme énonceé plus haut, les protéinea taille Bcl-2 pourraient tenir un
réle dans la régulation du stress oxydant mitochahdBcl-2 a notamment des propriétés
anti-oxydantes en localisant le glutathion a laostibndrie Zimmermanet al, 2007) et, il a
été montré que Bcl-2 est moins exprimé dans ldsleslendothéliales macrovasculaires en
sénescence réplicative (cellules HUVEC proliférantal cellules endothéliales aortiques
issues de souris agées), et que ces dernieresnjamidsaun important stress oxydant
mitochondrial et une diminution du potentiel mennt@iae mitochondrial. Ce phénotype peut
étre réduit par une transfection de Bcl-2 ou paitdment anti-oxydant N-acétyl cystéine
(NAC, précurseur du Glutathion), et conduit uneudtn du stress oxydant mitochondrial et

a une récupération des fonctions endothéliales rétiag, structure tubulaire). De plus,
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Figure n°29 : Implication de Bcl-2 et du stress oxydant mitochodrial au cours de la
sénescence endothéliale réplicative.
Adapté dUraokaet al,2011
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linhibition de Bcl-2 dans les cellules endothédsljeunes provoque un stress oxydant
mitochondrial, une chute du potentiel membranaiieochondrial, et conduit aux mémes
dysfonctions endothéliales. De facon intéressastele traitement par NAC permet
d’augmenter I'expression de Bcl-2 dans les HUVEGeséentes, le traitement pagQd de
cellules HUVEC jeunes permet de diminuer I'expressde Bcl-2. La perte de Bcl-2 en
sénescence conduit a un défaut de relocalisatidmchundriale du Glutathion que la
transfection par Bcl-2 permet de restaurdtigire n°29; Uraoka et al, 2011. Il est
€galement montré ici une augmentation de I'expoesdes protéines mitochondriales SOD2
et UCP2 dans les cellules sénescentes, induitdmlplement en réponse au stress oxydant
mitochondrial, ainsi qu’'une augmentation du nomibeecopies de ’ADN mitochondrial et
une irrégularité de la morphologie mitochondrid@lependant I'inhibition de I'expression de
Bcl-2 dans les cellules jeunes n’affecte pas I'egpion de SOD2 et d’'UCP2, alors que la
surexpression de Bcl-2 dans ces mémes cellulesepatenles augmenter. Bcl-2 peut donc
potentiellement avoir un roéle sur I'expression gestéines SOD2 et UCP2, rble qui reste a
vérifier en condition de sénescence. Il est aussewé une augmentation de I'expression de
la Catalase et une absence de modulation de GRXdgKaet al, 2017).

A contrarig d’autres types cellulaires (fibroblaste, carcieoae I'endometre) ont
montré qu’une surexpression de Bcl-2 peut participkentrée en sénescencBjr(chevalet
al, 2002; Crescenzet al, 2003. Un autre modele de fibroblaste surexprimant Bahontre
une protection contre le stress oxydant paOid mais ne protéege pas de l'entrée en
sénescence consecutivepez-Diazguerreret al,2009.

Il est aussi montré une modulation d’autres membee¢a famille Bcl-2 lors de la
sénescence endothéliale réplicative. Par exemiplestiobservé une légere diminution de
'expression de Bax et une Iégére augmentationdeB (Uraokaet al,2017). L'impact de

ces modulations dans ce phénotype n’a pas étémlant déterminé a I'’heure actuelle.

Par ailleurs, le stress oxydant, connu pour progodes lésions de I'’ADN, est capable
d’'induire des dommages télomériques et d’'induire signalisation dépendante des cassures
de ’'ADN, comme nous 'avons énoncé lors du prénédbapitre, linamino, Komuro, 2007
; Passo®t al, 2007). En effet, le stress oxyant chronique peut causaaccourcissement des
télomeres et accélérer I'entrée en sénescenceetleles endothélialesK(rz et al, 2009. A
linverse, la suppression du stress oxydant oupkixye dans les cellules endothéliales
préserve les télomeres, au moins en partie viadilite de la TéloméraseF(romotoet al,

1998; Minamino et al, 200]). Cependant, si l'introduction de la Téloméraséviant la

83



These de Doctorat — Audrey Lafargue

sénescence liée a I'érosion des télomeres, ellerégent pas la sénescence induite par un
stress €.g. stress oxydant, irradiation) ou auront lieu d’estaltérations que les télomeéres,
(Bodnaret al, 1998; Gorbunovaet al, 2009. De facon intéressante, les patients ayant une
dysfonction des artéres coronaires associée andraye meétabolique, présentent des EPC
aux télomeres plus courts que les patients sardr@yre meétabolique, eux-méme présentant
des EPC aux télomeéres plus courts que les indivedirss. Les patients atteints en plus de
syndrome métabolique présentent davantage de doesnoxgdatifs de I’ADN, $atohet al,
2008. Egalement, les patients atteints de maladiesamindriales ont en moyenne des
télomeres plus courts de 1,5kb au sein des leuescybexle et al, 1997). Par ailleurs,
I'utilisation du FCCP (facteur découplant), provequne augmentation du stress oxydant
mitochondrial, et accentue I'érosion des téloméfles, et al, 2009. A l'inverse, I'utilisation
d’anti-oxydant a cible mitochondriale a été morpaur limiter I'érosion des télomeres et

augmenter la durée de vie des fibroblastes soessstixydant,Saretzkiet al, 2003.

Le stress oxydant chroniqgue peut aussi provoquer ldsions de I'’ADN non-
télomérique et avoir un effet génotoxique sur leglderme, permettant potentiellement la
aussi d’induire une signalisation dépendante desutas de ’ADN, et d’accélérer I'entrée en
sénescence de fagon dépendante de pdBa(ino, Komuro, 2007 Joyceet al, 2009;
Oeseburget al, 2009; Durik et al,20129). Par ailleurs, si les dommages de I'’ADN s’accuentll
avec I'age, ils sont d’autant plus retrouvés dassziones de dysfonction vasculaire comme
les zones d’athérosclérose ou le stress oxydantadesntuera, Martinet et al, 2002;
Andreassi, 2008 Borghini et al, 2013. Il a pu notamment étre montré que la sénescence
endothéliale associée a un stress oxydanttro sur cellules HUVEC proliférantes peut étre
freinée par un traitement au N-acétyl cystéine au iphibition de l'activité¢ d’ATM par
inhibiteur KU55933. De méme, dans le cas d’'unefdgction aortique associée a un stress
oxydant in vivo chez la souris diabétique, suite au traitement $aeptozotocine, la
sénescence endothéliale est retrouvée dans lessaisaortiques chez les souris ATM+/+, et
est réduite chez les souris ATM-/Zhanet al, 2010. De facon intéressante, si les dommages
de I'ADN s’accumulent avec le vieillissement, itsng d’autant plus contractés dans les tissus
exposes a un stress oxydant mitochondrial impodamtme le foie,\(Vanget al, 2009. Par
ailleurs, lors de la sénescence de fibroblastemdmtien chronique de I'expression de p21
peut aussi provoquer un stress oxydant mitochdndvia une boucle de signalisations
empruntant notamment p53, p21, p38 et T;Et provoquer ainsi des dommages de I’ADN,

(Passo=t al, 2010. L’accumulation de ROS via p21 peut survenir dgoh dépendante ou
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indépendante de p53. pl16, quant a elle, ne perasetaccumulation de ROSMgcip et al,
2002, 2003

Pour autant, certaines observations indiquent dess\alternatives de la sénescence en
regard du stress oxydant et de la réponse aux dgesrde 'ADN. Il a pu étre aussi montré
gue suite a un stress oxydant dans un modele dphbjotaste déficient pour la protéine
ATM, la sénescence peut survenir de fagon indépdadie la voie ATM et de la persistance
de la signalisation des dommages de 'ADN. Dansas la sénescence passe par une voie
dépendante de p38 et de I'accumulation de Lamims di&a noyau, Barascuet al, 2012a,
2012hH. Egalement, la régulation de I'organisation dehamatine peut étre impliquée lors
du stress oxydant chronigue. Comme nous I'énongins tét, SIRT1, qui est capable de
déacétyler les histones mais aussi p53, est diminséde la sénescence endothéliale. La
surexpression de SIRTL1, prévient la sénescencetteridde induite par bD,, (Ota et al,
2007). SIRT1 est réduiih vivo au sein des vaisseaux agés et des vaisseauxsai@éntiques.

Un traitement par Resveratrol (polyphénol, rolavateur de SIRT1, a des propriétés anti-
oxydantes), permet de réduire la sénescence etidt#lsous stress oxydanQiaet al, 2007,
2010; Kao et al, 2010; Tanget al, 2019. Egalement, un traitement hyperglycémique sur
cellules endothéliales microvasculaires provoque sénescence associée a une réduction de
SIRT1 et une augmentation de p300 (histone acamgiérase). Cette sénescence est plus
précoce que sur des cellules macrovasculaires HUR&E le méme traitement. Dans les
deux cas, il y a induction de stress oxydant efrdition de I'expression de la Télomérase. Le
traitement par Resveratrol ou l'inhibition de p3pérmet de rétablir ces paramétres et de
réduire la sénescence. De plusyivo, un modéle de diabete montrant des dysfonctions da
le rein, présente également une réduction de SHTihe augmentation de p30Piqftuzaet

al, 2013. Par ailleurs, un modéle de fibroblaste sénesceantrant une résistance a
I'apoptose induite par stress oxydant massif soi3; Hnontre une expression élevée de Bcl-
2 et une expression réduite de Bax. Ces celluléseptent aussi une augmentation de
l'activité méthyltransférase sur H4K20 et une réotuc de l'activité acetyltransférase sur
H4K16, mais aussi globalement une réduction deiVia€ histone acétyltransférase totale. En
particulier, ces modifications épigénétiques glebalcontrairement a Bax, ne sont pas
retrouvées sur le géne Bcl-2, qui présente au ao@tun enrichissement en H4K16 acétylé et
une diminution en H4K20 methylé, expliquant airsi €xpression augmentégafderst al,
2013.
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iii. Le Céramide & Sphingosine-1-Phosphate

Peu d’études ont mis en avant un role des sphpigek au cours de la sénescence
endothéliale ou dans son inductiovia( Brocklyn, Williams, 201p

Cependant, il a pu étre observé par un méme grqupela quantité de Céramide
augmente dans les cellules endothéliales et le®mblidstes en sénescence réplicative,
(Venableet al, 1995, 200p; et que le traitement par Céramide-C6 exogéng ipeluire la
sénescence des cellules endothéliales (HUVE@Rdbleet al,2009.

Il a été eégalement montré un réle du Céramide-CGRibgene dans l'inhibition de la
Télomérase dans les cellules humaines de neurofasKravekaet al,2003. L'addition de
Céramide-C6 exogene a aussi été montrée pouripart@u raccourcissement des télomeres
dans les cellules A549 (carcinome pulmonaire), Kighibition de I'association d’'une
GAPDH nucléaire aux télomeéres, et indépendammenned’action sur la Télomérase,
(Sundararagt al,2004).

Par ailleurs, Il'activation constitutive de Racl doit a un stress oxydant
mitochondrial de fagcon dépendante du Céramideyatogue une sénescence endothéliale

prématurée,[feshpandet al,2003.

Egalement, les cellules endothéliales en sénesceoet exprimer davantage les
récepteurs a la S1P. Notons que les récepteurs &1Pkont davantage exprimés dans les
cellules endothéliales issues de lésions athérosicjées et dans chez les cellules
endothéliales microvasculaires issues de rats dgésiparées aux cellules normales, les
cellules endothéliales sénescentes montrent dasitdéde fonctions (perméabilité, migration,
formation de tubes), sous traitement a la S1P.hibition du récepteur SkPpermet de
restaurer ces fonctions, via notamment la ré-autmtien de Rac et la re-diminution de
PTEN, montrant ainsi lI'impact important de l'act&ide S1P dans les dysfonctions
présentées par les cellules endothéliales sénescéitradaet al,2008; Leeet al,2009; Lu
et al,2012.

b Sénescence endothéliale réplicative & processusigbgthologiques

Les changements vasculaires liés a I'age incluetdmment une diminution de la
compliance, et une augmentation de I'inflammatjoyvant ainsi promouvoir des altérations

comme [I'athérogénese. Sont eégalement observés ddgutsl de propriétés anti-
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thrombogéniques et angiogéniques, résultant amsies troubles de la coagulation et de la
régénération tissulaire Efusalimsky, 2005, 2009 Higashi et al, 2012. La sénescence
endothéliale réplicative présente ces mémes prpfiBnotypiques, ed été en particulier
retrouvée dans les zones de I'arbre vasculaire sasna un flux sanguin turbulent et a un
renouvellement cellulaire plus fréquent, et semesibh I'hypertension et athérosclérose,
(Changet al, 1995; Fentonet al, 2001; Minamino et al, 2002; Voghel et al, 2007 ; Cho et

al, 2012. Ce type de pathologies pouvant étre amplifienat&rément par des facteurs de
risque individuel tels que le tabagisme et le diabg est important de noter que les deux
formes de sénescence, réplicative et prématuréevepe étre alors retrouvéesCHen,
Goligorsky, 200%.

Les défauts de fonction des cellules endothélidésescentes peuvent ainsi
potentiellement avoir un réle majeur dans l'inibat ou la progression de pathologies
vasculaires. Par exemple, les cellules endothéligknescentes montrent des défauts de
relaxation (NO), Minamino et al, 2002. Il a pu étre aussi montré une sous-expressisn de
protéines de jonctions telles que la VE-Cadhérida 20-1 (pour Zonula Occludens-1) dans
un modele de cellules endothéliales sénescentasisioibition de la Télomérase, et dans un
modéle associé a la voie Notci{u@nget al, 2010; Venkateshet al, 2011). De la méme
facon, la Claudine-5 est sous-exprimée dans lésleglendothéliales sénescentéseet al,
2010. Les cellules endothéliales sénescentes montgatement une perturbation des
jonctions cellule-cellule, associée a une modutatie I'expression/distribution des protéines
de jonction (VE-Cadhérine, ZO-1, Occludine, Claed$), et un défaut de perméabilité de la
monocouche endothéliale. De plus, ces altératifiastant aussi I'intégrité des jonctions
inter-cellulaires avec les cellules voisines nomeséentes, Krouwer et al, 2012. Elles
perdent également la capacité de migration et @ndbrdes structures tubulair@s vitro,
(Yang et al, 1999; Uraokaet al, 201]). De plus, de facon intéressante, les altératams
structure cellulaire liées a la sénescence sorgt plarquées dans les cellules endothéliales
microvasculaires que les cellules endothélialesravasculaires,avallaroet al, 2000.

Il a aussi été montré que les cellules endothéligenescentes surexpriment des
facteurs de SASP pro-inflammatoires tels que I'|U4R-6, ICAM-1, le TGF{3, des facteurs
pro-coagulants tels que PAI-1, et des facteursédgadiation de la matrice extracellulaire tels
que MMP-9, Comi et al, 1995; Sheltonet al, 1999; Minamino et al, 2002; Csiszaret al,
2003; Huanget al, 2010. Egalement, il a pu étre montré que les celldredothéliales

sénescentes présentent au sein des lésions atbgytigues surexpriment ces facteurs, en
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particulier, ICAM-1 y sera surexprimé de facon dégmnte de p53,(siszaret al, 2003;
Gorgouliset al, 2009. Par ailleurs, comme nous le verrons plus bagjuction des facteurs
pro-inflammatoire peut étre étroitement lié aux DSEARS, et il a été montré une
accumulation de dommages au cours du vieillissenmewivo, et lors de pathologies liés a
'age comme I'athéroscléroséyr{dreassi, 2008 Wanget al, 2009.

Il est intéressant de noter que, si la sénescend®tli@liale réplicative apres
raccourcissement des télomeres favorise la pramude facteurs SASP pro-inflammatoire
tels que I'lL-8, et que ceci favorise I'apparitia® dysfonctions endothéliales, I'lL-8 elle-
méme favorise le développement du phénotype séme@ta un mécanisme qui reste a étre
déterminé), montrant ainsi que le sécrétome sénespgeut permettre I'entretien du
phénotype, ledinaet al,2013).

Ainsi, les cellules sénescentes endothéliales esdgraiusceptibles d’entretenir leur
statut, et de favoriser certains processus teldagoeagulation et les processus de recrutement
et de passage de cellules immunitaires, particigamsi au maintien de l'inflammation

tissulaire.

2. Sénescence endothéliale prématurée radio-induite

a Limites des modeles expérimentaux

Les altérations vasculaires au sein de lésiong4iaduites ont été mises en évidence
depuis de nombreuses années. Pour autant, l'intiplcdirecte de la sénescence prématurée
des cellules endothéliales dans leur développenianamais été clairement établie, méme si
elle y a été retrouvée. Car en effet, il s’agippdevoir répondre a la question suivante : est-ce
gue la sénescence radio-induite est une cause eucanséquence de laltération du
tissu irradié ?

Auparavant, I'hnypertrophie observée aprés irradiaties cellules endothéliales était
souvent associée a un effet de compensation deateslaissé par les cellules mortes, et ce
afin de maintenir la confluence et la stabilité ldemonocouche cellulaire]Jghnsonet al,
1982. Cependant, 'engagement d’un processus de sEmaspeut également expliquer cette
observation, voire également expliquer les dysionst vasculaires et les dysfonctions

tissulaires observées.

L'étude de la sénescence radio-induite des cellete®théliales est encore limitée a

I'heure actuelle. De plus, ces études utilisentr p@yplupart des modeles macrovasculaires. Si
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ces modéeles reflétent les effets des radiationslesrvaisseaux artériels ou veineux, ils ne
refletent pas précisément les effets sur la miotatation qui compose pourtant
majoritairement la vascularisation intra-organea. &lleurs, les études utilisent souvent des
cellules endothéliales macrovasculaires ou progéest en prolifération, alors que comme
nous I'’énoncions plus tot, les cellules endothésiadont quiescentes a quelques exceptions
prés. Si ces études montrent cependant une sénesegrlothéliale radio-induite, les
mécanismes moléculaires associés peuvent donarlargesarier selon « I'age » des cellules
et le statut dans le cycle cellulaire, notammenpont de vue de I'impact des dommages de
I’ADN, (lgarashiet al,2007, 2008 Sermsathanasawaeti al,2009; Mendonceet al,2011).

Toutefois, quelques études utilisent des modeélegsawasculaires quiescernits vitro.

Ces études utilisent notamment le modéle HUVEC, qamme énoncé plus haut, reste
difficilement associable aux observations physibplatgiques, puisque d’origine ombilicale.
Les modeles issus de macrovaisseaux aortiqeeg, BAEC ou HAEC pour Bovine ou
Human Aortic Endothelial Cell), sont aussi utilisé®is ne restent représentatifs que dans le
cas par exemple, d'une sénescence associée a tinodogee artérielle. Ces études montrent
cependant que lirradiation induit une sénescemchéliale et cela de fagcon dépendante de
la dose d’irradiation, Gajduseket al, 2001; Oh et al, 2001; Igarashiet al, 2007, 2008
Imaizumiet al, 2010. Elles permettent également d’approcher les msees moléculaires
impliqués.

Enfin, trés peu d’études vitro utilisent un modéle microvasculaire bien que, canm
nous l'avons énoncé précédemment, ces cellules asgnp la majorité de la vascularisation
des tissus sains, et que l'altération radio-indd@ela microcirculation ait été montré depuis
plusieurs années. Si la confirmation doit encore &ite sur modéle quiescent, il a été montré
en culturein vitro, une sénescence endothéliale microvasculaire apegBation mesurée
apres 14 jours avec un maximum testé d’environ oUr 8Gy, Ungvariet al, 2013. Ce
n'est que récemment qu’il a été montré une sénescendothéliale microvasculaires radio-
induitein vivo. Cette sénescence microvasculaire aprés irradiabfortement retrouvée lors
d’une irradiation cérébrale de souris nude a 20#Bysi que sur des coupes post-mortem de
patients atteints de glioblastome et traités paudjie et par radiothérapie a 60Gy. Les zones

non-irradiées ne présentent pas de sénescencevascuaire, Borovskiet al,2013.

Cependant, la question de la chronologievivo reste posée. Afin, de savoir a quel
niveau la sénescence endothéliale est impliqués taméveloppement de lésions radio-

induites tardives, autrement dit, si elle est caogeconsequence, il est nécessaire d’en
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comprendre ses mécanismes moléculaires. Pourikslagit de passer par une approcéhe
vitro afin d’en déterminer les facteurs essentiels, gmsuite pouvoir les ciblen vivo afin

d’observer un éventuel impact sur les altérati@sutaires radio-induites tardives.

b Mécanismes moléculaires impligués dans la sénescendothéliale
prématurée radio-induite

i. Les voies de réponses aux dommages de I'ADN

Si l'activation des voies de réponses aux dommades 'ADN suite au
raccourcissement des télomeres constitue une totivde la sénescence, I'endommagement
de I'ADN non-télomérique par des agents génotoxdqgewemme les radiations permet
€galement une induction de la sénescence dépendartesignalisation des dommages de
'ADN. Suite aux radiations, certaines études ommsia pu montrer une sénescence
endothéliale dépendante de la génération de donar@dgd’ ADN et d’une persistance de
leurs signalisations.

Il a été montré sur modeéles macrovasculaires amsiquiescents que les dommages
de I'ADN radio-induits sont majoritairement réparéans les 2 premieres heures suivant
lirradiation. Il est montré aussi une apoptosecpo (~10% au cours des 10 premiéeres
heures apres 10Gy), ainsi que I'expression desumarg d’arrét de cycle et une morphologie
atypique des cellules survivantes suggérant lassénee. Egalement, une augmentation de
'expression de p53 est observée de facon dépemdlnta dose dés les premiéres heures
post-irradiation et persistante au moins a 2@&ajduseket al, 200]). Le phénotype sénescent
radio-induit sera confirmé peu apres, et montrera augmentation en fonction de la dose
d’irradiation et du temps(h et al, 200]). Il a été également montré une senescence radio-
induite des cellules HUVEC confluentes impliquamieuaugmentation soutenue de p53 et
p21, et montrant une disparition des foyers de uwassde 'ADN ¢H2AX) apres 24h,
(Imaizumi et al, 2010. Les travaux suivants ldfarashiet coll, ont comparé la sénescence
induite sur cellules endothéliales macrovasculaiBSEC en phase exponentielle de
prolifération et cellules en confluence. lls omsipu observer que les cellules proliférantes
deviennent rapidement et massivement sénescemtssapurs suite a une exposition a 8Gy,
(~85%). A l'opposé, les cellules a confluence itad montrent moins de sénescence.
Cependant, le repiquage de ces cellules immédiatemegres irradiation provoque une
augmentation de ce niveau de sénescence. Cetsffieirgement diminué lorsque les cellules

sont repiquées 72h post-irradiation. Ces travaunrtreat alors que les cellules confluentes
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réparent plus efficacement leurs dommages de I'A€tNue la stimulation de la prolifération
exacerbe I'impact des dommages de I'ADN et favolidsgénescence. lls montrent également
gue la réparation des dommages passe par les Adldset DNA-PK. L'utilisation de la
Wortmannine (inhibiteur des PI3KK et de la répanmatiles cassures double-brin), sur cellules
confluentes au moment de l'irradiation ou peu gpi@gorise la persistance de cassures et la

sénescence apres repiquadgar@ashiet al, 2007, 200R

Cependant, si la sénescence apres irradiationalletes endothéliale microvasculaire
a été montréeBorovski et al, 2013; Ungvari et al, 2013, la mise en cause des voies
dépendantes des dommages de I'ADN n’a pas encérétalie. Il apparait par ailleurs, que

ces dommages sont majoritairement réparés dartases

Ainsi, I'implication des mécanismes de réponse dormmages de I'ADN dans la
sénescence endothéliale radio-induite demande ea éaircie. Dans la mesure ou peu
d’études décryptent de facon détaillée le processnigculaire de sénescence endothéliale
radio-induite, les mécanismes empruntés dans @sumrodeles cellulaires non-immortalisés
assurent une base d’investigation.

De fagon intéressanté&;ampisiet coll, ont montré sur un modele de fibroblastes
proliférants irradiés a 10Gy, un développementadsénescence radio-induite dépendante de
la signalisation persistante des dommages de 'ADNA-SCARS) et de p53. En patrticulier,
la persistance de la signalisation de la voie dépete d’ATM joue un rble majeur.
L’activation d’ATM emprunte I'activité de Nbsl, dexe p53/p21 et de Chk2, et est visible
par la persistance de foyers de cassures doulniedbr’ADN. Egalement, la persistance du
signal ATM (mais pas de p53) conditionne le dévppent de composés du SASP, en
particulier I'lL-6 et I'lL-8. En effet, la persistece de foyers et I'expression d’IL-6 et 8 sont
corrélées, et 'inhibition de la voie ATM, ainsi gueelle de Nbsl ou Chk2, et non celles de
p53, ou d'ATR, réduisent ces sécrétions. Ces obiens sont corréléas vivo au sein de
Iésions malignes. De plus, il est montré que laemitonditionné par les cellules irradiées
sénescentes proficientes pour ATM a un pouvoir ipvasif sur les cellules tumorales
supérieur a celui des cellules déficientes pour ALMpersistance de foyers de dommages au
niveau des téloméres participe aussi a l'augmemtaties IL-6 et 8, que ce soit sous
irradiation ou en réplicatif, et I'induction de Teélomérase la réduit. Cependant, les foyers
persistants ne résidants pas qu’au niveau des éédsincette réduction reste partielle, alors

gue l'inhibition d’ATM permet une réduction totatke la sécrétion d’IL-6 et 8. Les auteurs
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montrent aussi une action a double tranchant de p&8 activité est requise pour I'entrée de
la cellule en sénescence, or, il est observé damsoclele que la restriction de p53 induit une
augmentation supérieure des foyers persistantsesugmentation supérieure et accélérée de
facteurs du SASP potentiellement pro-inflammatooaspro-tumoraux. Ainsi, si I'entrée en
sénescence radio-induite dépend ici des dommagkADRIN persistants et de p53, le SASP
est quant a lui un caractére associé qui dépendatamages persistants mais pas de « l'arrét
en sénescence » en lui-méme, qui va au contraireefrle SASP en limitant les dommages. Il
est d'ailleurs a noter que la sénescence induiteipa surexpression de pl6 hors irradiation
ne permet pas le développement de SASP et estandapt de la présence de foyers de
signalisation de dommages de I'’ADN. De plus, sidliction de la sénescence par 'oncogéene
Ras est effective dans les cellules proficientesdéficientes pour ATM et implique la
formation de foyers de dommages de I'ADN, seules dellules déficientes pour ATM
montreront une restriction de 'augmentation de-Bl et 8, Rodieret al, 2009, 20171 Le et

al, 2010; Coppéet al,2008, 2010, 201 1Figure n°30).

Les DNA-SCARS, bien gue postitifs pour les margeetlassiques de la signalisation et la

réparation des cassures, ne montrent pas de riépaeat soit. En plus d’ATM, Nbs1, p53 et

Dommagesde 'ADN

¥

Foyers de dommages de Reéponses aux dommages
I'ADN persistants / de I'ADN transitoires
Réponses auxdommages
de 'ADN persistantes

‘ ATM/NBS1/Chk2 ‘ ATM/NBS1/Chk2 ‘
053 \ P53
Productionde
i cytokines i
Senescence Arrét de cycle
Arrétde croissance Reparationde 'ADN

Figure n°30 : Modele de mécanisme d’induction du SASP sous lagEndance de la
réponse aux dommages de '’ADN.
Adapté deRodieret al, 2009
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Chk2, leur composition peut comprendre notammeBP33 PML,yH2AX, MDC1, MRE11,

et ne comprend pas Rad51 et RPA70. Les cellulgsielites pour ATM, ATR ou encore
Nbsl, développent quand méme des DNA-SCARS. Séfli@idnce en p53 ou Rb provoque
une réduction de l'arrét en sénescence, elle n‘ehgéas le développement de DNA-
SCARS. A linverse, la déficience efH2AX perturbe la structure des DNA-SCARS, et
interfere avec le recrutement de Chk2 et MDC1 @t B3BP1), et réduit la sénescence
dépendante de p53, ainsi que le SA&®d(eret al,2011).

Concernant I'endothélium, rappelons commé énonces dia partie précédente, que
lirradiation favorise la sécrétion de nombreux téacs dits d’activation, pouvant étre
exprimés a long termeyVén der Meereret al, 1997. Ces facteurs sont retrouvés dans les
profils de SASP laissant supposer que la sénesamtmhéliale radio-induite est également
soumise au SASP. Cependant, il n’a été que récetrmrmamiré une acquisition du SASP (au
moins en partie, et comprenant I'lL-6) chez leslutes endothéliales microvasculaires
sénescentes a 8 jours apreés irradiation a 6Gyg\(ariet al, 2013, et sur cellules HUVEC
sénescentes apres irradiation a 4Bymn( et al, 2013. Dans les deux cas, les dommages de
'ADN radio-induits ont été détectés, pouvant aimsdiquer une contribution de leur
sigalisation au cours de la sénescence endothédidie-induite, mais leur relation au SASP

n'a pas été clairement définie.

De facon intéressanteZhan et coll, ont montré que la sénescence endothéliale
prématurée induite sous stress oxydant p@:h vitro sur cellules HUVEC proliférantes est
dépendante de la signalisation dépendante d’ATMp&a. En effet, I'utilisation de pré-
traitement par anti-oxydant, le N-acétyl cystéioe,par inhibiteur d’ATM, le KU55933, ou
encore pasiRNA contre ATM, permet de réduire le niveau de sémescendothélialen
vitro. Il en est de méme dans le cas d’'une dysfonctmmigae in vivo chez la souris
diabétique suite au traitement par Streptozotoclre.sénescence endothéliale est alors
retrouvée au sein des vaisseaux aortiques chezolass ATM+/+, et est réduite chez les
souris ATM-/-, ghanet al,2010.

Cependant, il a été montré récemment le développedesla sénescence prématurée
apres irradiation ou traitement radio-mimétique fdoroblastes AT, de facon indépendante
d’ATM. Si ces cellules sont trés radiosensiblesréefdose, elles sont en revanche résistantes
aux faibles doses. Or, du fait de leur défaut deanation, ces cellules accumulent des
dommages de I'ADN, activent p53 apres 24h, enteenarrét de cycle, et en sénescence. A

faible dose, ces cellules sont défectueuses paatiation de Bax et de la Caspase-3, et ne
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montrent pas d’apoptose. Ces données montrentlaipsssibilité d’une entrée en sénescence
radio-induite en absence d’ATMR érket al,2013.

L’ensemble de ces données met en évidence uneda&adosm dans certains mécanismes
moléculaires empruntés au cours de la sénescertigteinsous des stress différents.
Cependant, ces données indiquent potentiellemenhauavelle fois les différences d’'impacts
des dommages de I'ADN et de leur signalisation egard du niveau de stress, du type
cellulaire, et du statut proliférant versus nonlipEcant des cellules. Ainsi, dans la mesure ou
peu d’études fournissent le détail de l'implicatides dommages de I'ADN et de leur
signalisation a long terme aprés irradiation ded@hélium sain, il apparait important que
ces analyses soient effectuées au cours de lacedwesendothéliale radio-induite.

Cependant, les radiations favorisent aussi d’auigess d’altérations de I'’ADN tels
gu’une réorganisation de la chromatine pouvantrawoimpact sur la sénescence.

Il a été montré que quelques foyers de dommagdsAB& positifs pour yH2AX
persistent a 5 jours apres irradiation d’'une pdmriade fibroblastes positive pour la
sénescence. Ces foyers colocalisent avec ATM ploeSphl981 et p53 phospho-Serl5, et ne
colocalisent pas avec les télomeres. lls augmemtierfonction de la dose d'irradiation. lls
sont plus larges que les foyers primaires, et pguveprésenter des altérations de la
chromatine plus que des cassures a proprement garléffet, si on peut supposer que ces
foyers résultent de dommages irréparables, il bserwé que le signal persiste au sein de
ponts chromosomiques ou I’ADN est reli§ugukiet al, 2006a, 2006k Nodaet al, 2012.
Rappelons par ailleurs qu’il a précedemment ététrédda possibilité d’activer les voies de
réponses aux dommages de 'ADN en absence de eassuorprovoquant une association
stable de facteurs de la réparation a la chromaf®eutoglou, Misteli, 2008 Ainsi, la
réorganisation de la chromatine pourrait en elleaméonstituer a la fois une protection
contre I'aggravation des dommages et contre I'dappard’'une instabilité génomique, mais
aussi constituer le siege de signaux persistantscipant a I'entrée en sénescence dont
I'activation de p53, Costeset al, 2010; Nodaet al,2012; Sulli et al,2012. Par ailleurs, il a
pu étre également recemment montré une sénescedothéliale prématurée chez des EPC
issues de patients fumeurs atteints de pneumopatit@nique obstructive. Ces cellules
sénescentes présentent des dommages de 'ADNn&Ekeen sénescence peut étre réduite en
inhibant la voie ATM mais aussi en activant SIRTRegveratrol). L’inhibition d’ATM

conduit d'ailleurs a la ré-augmentation de SIRTZXciCindique ainsi I'importance des
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régulations épigénomiques sur le développementid&hescence, potentiellement au-dela
des régulations par les voies de réparatidtgs¢halakiet al, 2013. Par ailleurs, une
diminution de I'expression de SIRT1 a égalemeniéiervée dans des cellules endothéliales
d’artere pulmonaire en sénescence apres une iticadia 10Gyin vitro, (Panganibaret al,
2013. De facon intéressante, il a également été obgésemment que ['utilisation de divers
inhibiteurs d’HDAC (Trichostatine A, Butyrate de ddom) provoque un remodelage de la
chromatine induisant la sénescence cellulaire serade de cassures de 'ADNP|4ceet al,
2005; Pospelovaet al, 2009, ainsi que I'induction du SASPRézzoliet al,2012. De plus, Si
induction du SASP sous inhibiteur d'HDAC comprende dépendance d’ATM pour la
sécrétion de I'lL-6 et 8, en revanche l'inhibiti@eule de 'HDAC-1 suffit a augmenter la
sécrétion de I'Ostéopontine indépendamment dessvdée signalisation de dommages de
I’ADN, révélant ainsi des variations dans le mésare d’'induction des différents composés
du SASP. De plus, les fibroblastes traités parbibdiir d’'HDAC favorisent la progression
tumoralein vivo, et, I'Ostéopontine est augmentée tandis que I'@BlAest réduite au sein
des cellules stromales de tumeurs du sein, mordiaskt le potentiel pouvoir pro-tumoral du
SASP, Pazzoliet al,2012.

ii. Le stress oxydant chronique radio-induit & les gmeitochondriales

Si le stress oxydant a été mis en cause dansilksgement naturel des cellules, leur
induction importante sous irradiation a été eégal@mase tres tot en avant afin d’expliquer le
vieillissement cellulaire prématuré radio-induit,le&s pathologies développées a long terme,
(Harman, 1956 Epperlyet al, 2008; Azzamet al, 2012. De nombreux travaux ont mis en
evidence le bénéfice des traitements anti-oxydeotdre les troubles tissulaires contractés
apres irradiation, c( ). Ces effets positifs mettent en avant I'existedaa stress
oxydant chronique apres irradiation. Les cellulésescentes présentent classiquement un
stress oxydant augmenté, ainsi la sénescence enguimaturément apres irradiation est
susceptible d’étre associée a ce stress oxydadiéee la cible de ces traitements anti-
oxydants. Un effet bénéfique des traitements antdants des modeles de sénescence radio-
induite a été montré. Parmis ces traitements atytikants, on retrouve le N-acetyl cystéine, la
Catalase, SOD2, et les métalloporphyrines a masgaaeactivite SOD-mimétique telles que
le MNTBAP (pour Manganese 5, 10, 15, 20-tetrakibdazoic acid) porphyrin), qui peut se
localiser a la mitochondrie et substituer a SOD@sddes modéles déficientd/i€lov et al,
1998; Patelet al, 1999, 2003 Li et al,2001; Quagliaroet al,2009. Il a ainsi notamment été
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montré que la sénescence radio-induite dans ladeskouches mésenchymale dérivées de
cordon ombilical est réduite par un traitement &Lhktalase, Ko et al, 2012. De méme,
l'utilisation d’'un dérivé de MnTBAP ou de N-acetglystéine, permet de bloquer la
suppression a long terme de la moelle osseuseudis goadiées sur corps entier a 6,5Gy. Cet
effet passe par la réduction spécifiqgue de la semee radio-induite des cellules souches
hématopoiétiques associée a la persistance de R@Sdemmages de 'ADN (mesurés a 30
jours post-irradiation),L( et al,2011; Wanget al, 2010. Dans un modéle similaire, (souris
irradiées sur corps entier a 7,5Gy), il est morgue l'utilisation de Resveratrol (pré-
traitement de 7 jours et post-traitement de 30sjppermet de limiter les dommages radio-
induits sur la moelle osseuse a moyen et long-teetnd’améliorer la survie. Cette protection
passe par la réduction de la sénescence des seflolehes hématopoiétiques qui dépend
d’'un stress oxydant chronique. De facon intéressdatprotection par le Resveratrol passe
par ses propriétés anti-oxydantes (augmentatidd@@2 et de GPX1, diminution de Nox4),
et activatrice de SIRTL1. En effet, l'utilisation&kX527, un inhibiteur de SIRT1, contrecarre
les effets radioprotecteurs du Resveratidhafpget al, 2013.

Les cellules endothéliales microvasculaires irraslissont aussi susceptibles de
contracter un stress oxydant aprés irradiationumuraitement anti-oxydant permet de
réduire, Collins-Underwoockt al, 2009. S’il a pu étre montré que les cellules endo#ies
microvasculaires peuvent devenir sénescentes mpadmtion, il n’a cependant pas été décrit

a ce jour de stress oxydant chronique dans cadeli{Ungvariet al,2013.

De méme, il a été montré des altérations poteatiedht durables des fonctions
mitochondriales apres irradiation, tels que desltes de la respiration et de I'activité des
complexes de la chaine respiratoire. Il a égaleréémtmontré des dommages de 'ADN
mitochondrial, et une modification de la massetétme du réseau mitochondriai] (

; Yamamoriet al, 2012; Kam, Banati, 2013 Ces différentes modifications peuvent
entrainer un stress oxydant, et peuvent étre rérémmau cours de la sénescence endothéliale
réplicative, ( ). Cependant, ces altérations mitochondriales njas été
déterminées au cours de la sénescence endothalizeinduite. Or, si I'irradiation cause une
premiere vague de stress oxydant, les mitochondaiésrées pourraient ensuite étre
responsables d’'une seconde vague durable et parti@il'installation d’un stress chronique
et d’'un entretien de la sénescenteatChet al,2001; Phamet al, 2001; Oguraet al, 2009;

Yamamoriet al,2012).
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Des modulations post-irradiation a long terme d@es/mitochondriales des protéines
de la famille Bcl-2 sont encore a confirmer au skn cellules endothélialeS;djduseket al,
2001; Nubel et al, 2006; Mendoncaet al, 2011). Leur impact lors de la sénescence
endothéliale radio-induite est inconnu.

Récemment, il a été observé que l'irradiation c&léh(2Gy) chez la souris provoque, a long
terme (2 et 12 mois), des Iésions tissulaires,ani getrouvés des défauts de réparation des
dommages de I'ADN et une sénescence prématuréa l@persistance d’'un stress oxydant.
Ce modele montre, également a long terme, une antgtien de p53 et de Bax, et une
réduction de Bcl-2,Jumaret al,2013.
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HYPOTHESES & OBJECTIFS

A I'heure actuelle, les bénéfices de la radiothigragposent sur la balance mettant en
jeu I'impact sur le tissu tumoral et I'impact s@sltissus sains périphériques. Si le premier
reste le mieux appréhendé et ciblé, il reste tifisitk de réduire I'impact sur les tissus sains
et d’'empécher I'apparition d’effets secondairesmprendre les mécanismes d’apparition de
ces effets revét donc une importance majeure. Eicpiger, si les effets secondaires aigus
peuvent étre limités par une diminution de la daste l'utilisation de traitements
complémentaires, les effets secondaires tardifainatévolution plus complexe a déchiffrer,
et restent difficilement prévisibles et difficilemeraitables.

L'importance majeure de la réponse endothéliale Iear effets aigus a déja été
montrée, et de nombreuses observations physiopgifgakes indiquent que I'endothélium
joue également un role essentiel dans le développedes effets tardifs.

En particulier, notre hypothese générale est gitabllissement apres irradiation de la
sénescence microvasculaire et la persistance dawigle stress contribuent a ces troubles
chroniques, Kigure n°31). Cependant, au regard des étudewvivo, il n'existe a I'heure
actuelle aucune preuve de la sénescence endathédlidio-induite en tant que « cause ».
Effectivement, si les liens directs entre radiat&nsénescence endothéliale, radiation &
pathologie, et sénescence endothéliale & pathqglogomt bien établis, le lien direct
radiation/sénescence endothéliale/pathologie rast&dre confirmé. En effet, le probleme
réside dans le contrdle de la chronologie du dé@psment de la pathologie radio-induite. La
guestion restera : la sénescence endothélialeisavielle la Iésion, ou la lésion favorise-t-
elle la sénescence endothéliale ?

Irradiation

Sénescence Dysfonctions
endothéliale e > pathologiques
tardives

Figure n°31 : Hypothése générale.
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Pour répondre a cette question, avant tout, ilis’didentifier les mécanismes
moléculaires impliqués dans la sénescence endaithéhdio-induitein vitro avant de les
transférerin vivo. Cependant, concernant les étuitesitro précédentes, les modeles utilisés
comprennent souvent des cellules de macrovaissaawat réplicatif. Si les origines et les
mécanismes moléculaires de la sénescence endtehedicative sont relativement bien
décrits, il reste encore beaucoup de voies a explancernant les mécanismes impliqués
dans la sénescence endothéliale radio-induite alicplier, le choix du modéle d’étude a son
importance dans la mesure ou cette sénescence tprémaradio-induite concerne
majoritairement des cellules endothéliales microukmsres quiescentes au sein des tissus

sains irradiés.

Dans notre cas d'étude, nous avons souhaité nquyzocher d’avantage de la
physiologie de I'endothélium sain en optant poumuodele d’irradiation unique de cellules
endothéliales microvasculaire HMVEC-L (pour Humarncidvascular Endothelial Cell —
Lung) placées en monocouche confluente stablgyfe n°32).

Au cours de ce travail de thédes objectifs de cette étuden vitro ont été de
mesurer la sénescence endothéliale microvascularadio-induite, et de comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans son dével@ppent Aprés un examen de la
littérature, nous avons pris pour cibles des méoa@s potentiellement responsables de stress
persistant aprés irradiation. Nous avons alorsyaraldifférents axes : I'activité des voies de
réponses aux dommages de 'ADN, les axes dépendarmis3, les axes dépendant du stress
oxydant mitochondrial, et les protéines majeuresadamille Bcl-2. Nous avons également
analysé certains parametres fonctionnels a potertigact microenvironnemental
I'activation, la perméabilité et la respiration aghondriale.

De plus, dans la mesure ou notre équipe a précédetridentifié un radioprotecteur
de la toxicité aigué: la Sphingosine-1-Phosph&&P], nous avons également testé
'hypothése d’'un effet a long terme du pré-traitemat a la S1P sur la sénescence et/ou
sur les événements moléculaires associ€@mme nous I'avons énoncé dans l'introduction,
le pré-traitement a la S1P, en protégeant leslesllde la mort cellulaire radio-induite aigué,
peut potentiellement favoriser la persistance desindages de I'ADN. Ainsi, il pourrait
provoquer une augmentation de la sénescence panoé. Egalement, la S1P peut avoir des
effets alternatifs€.g.inflammation, perméabilité). En ce sens, nous avamtrélé les effets

de la S1P sur les difféerents parametres molécslamalysés.
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est une premiére étape dans le déeshmmd de cibles contre la

sénescence microvasculaire radio-induite. Le butlpauite, est de pouvoir contrdler cette

sénescence et de vérifier ses implicationgivo. Nous espérons, a terme, pouvoir utiliser la

S1P en association avec un inhibiteur pharmacalegapntre une des cibles définies au cours

de cette these, afin de limiter les effets secardaussi bien aigus que tardifs induits par la

radiothérapie.

Cellule

endothéliale
microvasculaire @ : @ i
Rayons-X Sénescence Phenotypes

endothéliale chronigues
A

| s
I ® Toxicite
tardive?

|
Céramide Dommages ADN
v residuels
TO;‘E.'CETE Apoptose A
aigue i
& (= |
|
> Survie
S1pP

-Quel est le niveau

Figure n°32 : Questions de I'étude.
sénescence endothéliale miscolaire apres irradiation aux rayons X,

et quels sont les mécanismes moléculaires impligués

-La protection par

un pré-traitement a la S1P dentat cellulaire aigué radio-induite

accentue-t-elle le niveau de sénescence et/oudeanismes associés ?

-La sénescence endothéliale microvasculaire ramioie est-elle associée a des troubles

fonctionnels ?
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RESULTATS

Partie |: Article — L’irradiation induit la sénescence des ellules endothéliales
microvasculaires non-proliférantes indépendamment @ l'inhibition de I'apoptose par la
S1P.

Radiation induces senescence in non-dividing magoular endothelial cells independently
of inhibition of apoptosis by S1P.

Ces travaux font I'objet d’un article soumis poulbpcation dans le journ&ancer Research.

Résumé de I'article Nous avons précédemment montré que I'utilisatiom grré-traitement
par sphingolipide Sphingosine-1-Phosphate (S1Ringtede limiter I'apoptose radio-induite
aigué des cellules endothéliales microvasculainggsgentes, cependant sans prendre en
compte linduction potentielle d’effets a long tesmEn effet, ces cellules endothéliales
protégées par la S1P présentent des dommages [N p&rsistants sur quelques jours. Les
dommages de '’ADN peuvent contribuer a I'entréesénescence des cellules. Ainsi, cette
étude propose d’évaluer le niveau de sénescenés apadiation aux rayons X des cellules
endothéliales microvasculaires humaines (HMVEC-Hliggcentes, ainsi que de décrypter les
mécanismes moléculaires impliqués, au sein d’'upellption cellulaire pré-traitée ou non par
la S1P. Dans un premier temps, nous avons mongdigadiation induit une augmentation,
équivalente avec ou sans S1P, de la sénescencellldss HMVEC-L en fonction de la dose
et du temps, associée a un phénotype pro-inflanmiregpersistant dans le temps. La non-
implication des dommages de I'’ADN persistants s traitement par S1P est confirmée
par 'absence de maintien de la signalisation adesrdages de I'’ADN, et la non-réduction de
la sénescence lors d’un traitement chronique pretiation par KU55933, un inhibiteur
d’ATM. De facon intéressante, nous avons obserne augmentation de I'expression et de
l'activité de p53 en fonction de la dose d’irrathatet persistante dans le temps. Egalement,
nous avons détecté un maintien de l'augmentationladegénération de superoxides
mitochondriaux, et un défaut de la respiration ofitlmdriale. De méme, I'expression des
anti-oxydants endogenes SOD2 et GPX1 est augmentéanction de la dose d’irradiation,
et est maintenue dans le temps. L'utilisation d@ifghrin-a, un inhibiteur de l'activité de

p53, ou de MnTBAP, une porphyrine a manganése igitacSOD-mimétique, de fagon
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chronique post-irradiation, permet de réduire laeséence radio-induite des cellules
HMVEC-L. Par ailleurs, le traitement par MNnTBAP, imgas par Pifithrira, permet de
rétablir la respiration mitochondriale, indiquantsh que p53 est en aval des dysfonctions
mitochondriales. En conclusion, nous montrons uoie d’induction de la sénescence des
cellules endothéliales microvasculaires quiescendépendante de [linduction d’une
dysfonction mitochondriale et de I'axe p53, et ipelédante de la modulation de I'apoptose
par la S1P. Cette dissociation permet d’envisagenalivelles stratégies afin de moduler les
effets aigues d’'une part et les effets tardifsaadduits d’autre part.

Approches & limites expérimentaled.es cellules endothéliales microvasculaires phiegai
HMVEC-L ont été utilisées a confluence stable diterade la physiologie vasculaire. Ces
cellules ont ensuite été irradiées ou non a 1, 5By et maintenues en culture a long terme
jusqu'a 7, 14, 21, ou 28 jours. A terme, nous avémalué le niveau de sénescence
endothéliale radio-induite, ainsi que les mécansmeléculaires, et les phénotypes tardifs
associés. Les cellules ont également été soumisesnam a un pré-traitement de
radioprotection de la mort cellulaire précoce paP &fin d’'identifier un potentiel effet a long
terme. Afin d'identifier les axes moléculaires clfsns le développement de la sénescence,
des traitements chroniques post-irradiation onagg@iqués contre les cibles d’intérét.

En termes de limites expérimentales, ces travauxreposé sur ['utilisation de
cultures de cellules primaires particulieremenesast colteuses. Ces cellules sont fragiles et
demandent une utilisation mesurée. Elles ne salisalies que du passage p4 a p7 a un
repiguage a 5000-8000 cellules/cm?, et nécessiggwiron 7 jours pour atteindre la
confluence. De plus, chaque expérience requied gi®# mois depuis la mise en culture
jusqu’au dernier temps testé. Chaque expérienaana due étre organisée et élaborée avec
soin. Egalement, le « projet sénescence » du labaaa été amorcé avec ces travaux de
these, ainsi, chaque procédure expérimentale assiiceun développement ou une ré-

adaptation particuliere pour ce modele cellulaire.
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Abstract

We previously demonstrated that the sphingolipighi®gosine 1-Phosphate (S1P), is
mitigating rapid quiescent endothelial cell apofgosnduced by ionizing radiation,
disregarding long-term responses. However, Sl1Rypadiected endothelial cells are
displaying DNA damage for few days. DNA damagebtedao enhance cell senescence in
proliferative cells from different origins. This ggent study is evaluating radiation-induced
senescence in quiescent endothelial cells, by Hedipy molecular pathway in regards to the
acute radioprotection by S1P and the remaining Disfnage. First, we showed that
irradiation of non-proliferative primary microvasauendothelial cells, HMVEC-L, induces a
dose- and time-dependent senescence, associakeshflammatory phenotype independently
of S1P pretreatment. The non-contribution of remm@nDNA damage in the radiation-
induced senescence was confirmed by the lack af-term activation of DNA damage
response and of senescence inhibition by the ATMbitor KU55933. Interestingly, p53
stress pathway and oxidative stress regulators agacBOD2 and GPX1, were induced in
regards to mitochondrial superoxide generation amdtochondrial dysfunctions.
Pharmacological inhibition of p53 activity by pifiin-a and enhancement of mitochondrial
oxidative stress detoxication by a SOD mimetic MAFB strongly reduce endothelial cell
senescence. Also, MNTBAP, but not pifithan-restore mitochondrial respiration, showing
that p53 is downstream of mitochondrial dysfunctimnconclusion, we clearly demonstrate a
specific radiation-induced senescence pathway mproliferative microvascular endothelial
cell, which is independent of the apoptotic processbited by S1P. This new senescence

pathway might open new strategy to modulate lad@t@n-induced cellular dysfunction.

Introduction

Radiation therapy is a standard treatment to fagimicer. Despite improvement of the tumor
area targeting by new stereotaxic radiotherapyagsyiradiotoxicity of peritumoral healthy
tissues remains a limit for the escalade of théatexh dose and for antitumoral efficacy (1).
Deciphering the multicellular and molecular meckars in endothelial senescence will allow
new strategies for the protective and mitigatinggdragainst those radiation toxicities.

Within the complexity of molecular and cellular rhaaisms, endothelial cell compartment is
regarded as one of the major player in acute amdngh toxicities (2, 3). Microvascular
endothelial apoptosis constitutes a primary lesiowolved in high radiation dose-induced
acute organ failure including gastrointestinal spmae (4), blood-spinal cord brain barrier
breakdown (5), central nervous syndrome (6), andbtigh gland hypo-salivation (7).
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Radiation-induced pro-thrombotic and anti-fibrintidy endothelial phenotypes lead to
inflammatory cells adhesion, platelets aggregatiorthe vessel walls and thrombi as such are
revealed in chronic radiation pathogenesis inclgdibrosis, atrophy, atherosclerosis or heart
failure (8).

Radiation-induced death is triggered by the spHipgb ceramide generation upon the
hydrolysis of plasma membrane sphingomyelin by apdingomyelinase (ASM). Genetic
invalidation of ASM blocked the radiation-inducedcnovascular endothelial cell apoptosis,
inhibiting small intestine necrosis (e.g. Gl synde) and ultimately to mice death (4).
Moreover, intravenous injection of sphingosine bgthate (S1P), a ceramide metabolite
with antagonist properties mimics ASM invalidatiom mice inhibiting endothelial cell
apoptosis, small intestine necrosis and death $39P can be considered as a relevant
mitigator to high dose-induced acute radiation d¢itxi However, the continuum between
acute and late toxicity has never been clearlyneefi If it exists, S1P should inhibit radiation-
induced long term endothelial radiation toxicity.

Senescence is one of these long-term cell dysfumgticontributing to aged-related diseases
(10). Senescent cells are characterized by undiffexted and enlarged morphology and by
the up-regulation of senescence-activfieghlactosidase (SB-gal) (10). Senescence occurs
after high number of cell division leading to mim®xhaustion and telomere shortening
(replicative senescence). Moreover, senescenceatsm appear rapidly in response to
genotoxic or oncogenic stress (premature senescedmmescence-induced cell cycle arrest is
under the control of the p53 and/or P& anti-oncogenes activation leading to respective
p21VAFL over-expression of and retinoblastoma hypo-phasgémion. Another senescent
hallmark is the extracellular secretion of pro-amiimatory cytokines, including interleukin-1,
-6 and -8 and TN (a.k.a. senescence-associated secretory phenotypASP). SASP is
not considered as an acute response to radiatidrpdrsists in time and contributes to the
maintenance of a chronic inflammation. SASP mayupedter the establishment of persistent
DNA damage response (DDR) signaling (11). DDR isitiated by the
activation/phosphorylation of the phosphoinositetidase-like protein kinases (ATM, ATR
and DNA-PKcs) phosphorylating in return tjel2AX histone, the cell cycle modulator
CHK1 and CHK2 proteins, and p53 (12).

Replicative senescence has been already obsenag@ihmacrovascular endothelial cells and
is dependent of Bcl-2 repression modifying the chiandrial redox state (13). Moreover,

prematured endothelial cell senescence has also imemitored after different genotoxic
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stresses including ionizing radiation and is inwadvthe DDR (14-16). However, endothelial
cell senescence has been essentially studied difepative macrovascular cell models with
limiting significance to physiopathology. In facgll division in normal tissue occurs rarely,
every 1 to 3 years (17). Furthermore, organs asergglly constituted of micro-, but not
macro-vessels. Genotoxic drug-induced senescencpligscent microvascular endothelial
cells remains unknown and may involve different esalar actors than those described in
proliferative macrovascular endothelial cells. Ha of the present study is to validate and to
decipher radiation-induced quiescent microvasceitatothelial cell senescence. Because the
continuum between acute and chronic responsegliatian remains unknown, the long-term
endothelial cell senescence will be study in regdodthe modulation of radiation-induced
early apoptosis by S1P.

Materials & Methods

Cell culture and Treatments

Human lung microvascular endothelial cell, HMVECkere seeded at 5000 cells/cm? in
EBM-2 with 5% FBS and EGM-2 supplement (all produtionza) until reaching confluence.
Medium was changed for low serum EBM-2 with 0.1%SFB3h before irradiation. One pM
S1P (Aventi Lipids) or its vehicle (PET; preparesl gescribed (18)) was added 2h before
irradiation ranging to 15Gy with a CP-160 irradra{éaxitron X-ray Corp.). Deprivated
medium was replaced by complete EBM-2 2h aftediation, and then weekly. Cell cultures
were maintained for 28 days. Non-toxic concentratd pifithrin-a (10puM; Sigma-Aldrich),
KU55933 (5uM; Selleckchem), N-acetyl-cystein (Im®Mgma-Aldrich), or MNTBAP (1uM;
Merck) were added at day 4, 7, 10, 13, 16, 19,2dngdost-irradiation.

SA B-gal assay

As described (19), 4% paraformaldehyde-fixed dal-well plates were incubated overnight
without CQ at 37°C with SAB-gal solution (1mg/ml X-gal; 5mM potassium ferronide;
2mM MgCI2; 150mM NaCl; 40mM citric acid; 12mM NaH@R; Sigma-Aldrich). Images
were captured under optical microscopy (DM IRB;dzeix200 magnification). SA&-gal-
positive cells (blue staining) were reported on tibial cell number per field representing a

mean of 150 cells (3 independent wells per experijne

Western-Blotting
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HMVEC-L proteins were separated by SDS-PAGE andsfexred to PVDF membranes
(Millipore). Western-Blocking Reagent (Roche)-sated membranes were hybridized
overnight at 4°C with a primary antibody (list afrpary antibodies: supplementary method),
and with a HRP-coupled secondary antibody. Proteinsterest were revealed by Enhanced

Chemi-Luminescence (Roche).

Interleukin-8 quantification
Human Interleukin-8 (11-8) dosages were performedekly by ELISA on HMVEC-L
supernatants following the company’s protocol (Qikame ELISA kits, R&D).

Superoxide anions quantification

As described by the company’s protocol, the relediskiorescence of oxidative MitoSOX™
Red (M36008, Invitrogen) by superoxide was meastmgdracsCalibur in alive cells then
analyzed with Cellquest (both BD).

Mitochondrial respiration analysis

HMVEC-L were seeded at 5000 cellsfcnin 24-well XF microplate until reaching
confluency. Oxygen consumption (OCR) was measureys later using XF24 Analyzer
(Seahorse), as described (20). After cell equifibrain bicarbonate-free DMEM buffer with
25mM glucose, 1mM pyruvate and 2mM glutamine (&jnga-Aldrich), OCR was measured
at baseline and after respectively M5 oligomycin, 0.uM CCCP, 0.¢iM rotenone and
0.6uM antimycin-A treatments to determine mitochondngrameters. All measurements

were done in 5 wells per condition.

Mitochondrial morphology and mass quantification

HMVEC-L were incubated with Mitotracker™ CMXRos R@8dvitrogen) for 30min at 37°C
before 4% paraformaldehyde fixation. Mitochondri@rphology was examined on slides
counterstained Prolong Gold DAPI (Sigma) under coaf microscope (Nikon, 630x
magnification). Mitochondrial mass per cell wersessed on 15000 cells by FacsCalibur and

Cellquest analysis.

Animal protocol

Eight- to 12-week-old C57BI/6 male mice (CharlevdR) were housed in our animal core

facility according to ongoing national regulatiomssues by INSERM and the French
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Department of Agriculture. Irradiation and S1P tmeent were delivered as previously
described (9).

DNA damage evaluation

Phospho/H2Ax immunostaining was assessed pmbsections from 15 Gy-irradiated mouse
intestines. After Triton X100 permeabilizatiophi2Ax (20E3; Cell Signaling) and CD31

(MabA393, Millipore) were incubated overnight atC4°then detected respectively by
Alexa488 anti-rabbit and Alexa568 anti-rat F(abg@d counterstained with prolong Gold
DAPI. Images were captured under fluorescent moopg (Axiovert 200 Zeiss; x200

magnification). Endothelial cell DNA damage quansfion was estimated by the ration
between the nucleus surface coveredgAx and by DAPI in the CD31-positive cells. The
guantification was processed by Image J on 9 field8 different slides per experimental

condition representing at least 600 endothelidscel

Statistical Analysis
Three independent experiments were performed pdysStudent's t test and ANOVA with

95% confidence estimation were performed with S&iM5.0 package.

Results

S1P treatment extends DNA damage induced by radian

Remaining DNA damage has been previously obsendd dfter irradiation in SV40-
transformed microvascular cell model, HMEC-1 (2Ix validate this observation, DNA
damage and its repair have been assessetlvo in microvascular cells during the well-
defined high dose radiation-induced GI syndromeod&mum sections from 15 Gy-irradiated
and/or S1P-treated C57BI/6 mice were co-immunosthiior yH2Ax DNA damage marker,
and CD31 endothelial cell marker (respectively graed red staining; Fig 1.A). Because of
the high amount of DNA double strand breaks afteiGy-irradiation, countingH2Ax foci
was not feasible. DNA repair kinetic per CD31 pgsitendothelial cell was assessed with a
previously validated technique (22), estimating tta#io the nucleus surface covered
by yH2Ax. MaximumyH2Ax surface coverage was observed within 1h aftadiation, and

in the same extend in S1P- or PET-treated micpétvely 72.7% 1.2 versus 72.1% +1.5;
mean *SEM: n.s. P>0.5; Fig.1B). {H2AX staining decreases within the 24h post-

irradiation, 34% higher amount of remaining DNA Otai strand breaks is observed in
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endothelial cells from S1P-treated, as compardeEd-treated mice (respectively 10% +1.5
versus 15.3% +1.2; mean +SEM: * P<0.01; Fig. 1Bhaly, yH2Ax surface coverage was
significantly not different in both conditions afté2h 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 sescence independently of S1P
treatment

Because DDR leads to cellular aging, irradiatiamd &1P-induced senescence was evaluated
in primary microvascular endothelial cell HMVEC-It quiescent stage, a cellular model
relevant for normal tissue physiology (Fig. 2A).€eTpercentage of senescent HMVEC-L
expressing SA3-gal (blue staining) increased in a dose- and timgendent manner and
reached 63.9% £3.5, day 28 after 15 Gy (mean +SiEM, * P<0.01; Fig. 2B). However, a
pretreatment with IM S1P did not modulate the amount of senescenae@attby any dose

of irradiation (n.s. P>0.5). To confirm those résubther senescence markers were assessed.
p21VAF expression in irradiated HMVEC-L was induced idase-dependent manner by 7
days and was sustained at least for 28 days, endraéxperiment (represented times : 7 and
21 days post-radiation; Fig. 2C). Again, S1P did nwdulate p2¥*™ expression after
exposure to ionizing radiation. Pro-inflammaton8]la well-described SASP cytokine, was
also over-secreted in HMVEC-L medium in a dose-dédpat manner all along the

experiment irreverently of S1P pretreatment (meaBM, n=3, * P<0.01; Fig. 2D).

DDR is not observed during radiation-induced quiesent endothelial cell senescence
Because of their involvement in radiation- and axik stress-induced senescence, DDR
actors were studied. First, the reactivity of thféedent actors of this pathway in HMVEC-L
was validated by western blot 30min after irradiat(Fig. S1). Then, the expression of the
DDR actors and their phosphorylation was checkeeklyefor 4 weeks after radiation. ATM,
ATR, CHK1, CHK2 andyH2Ax were not activated since they were not phosgated in
irradiated quiescent HMVEC-L (Fig. 3A). If DNA-PKegas phosphorylated upon irradiation,
the expression was modulated without correlatioth wihe enhancement of senescence or
with S1P treatment. The fact that the total form®bA-PKcs, ATM and the Ku70/Ku80
heterodimer binding DNA double strand breaks wesemodulated during the weeks after
irradiation confirmed the non-activation of the DDERLP pretreatment seemed inactive on the

long activation of those molecules as observedbydck of modulation of the expression of
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DDR proteins. Finally, the irrelevance of the prajed DDR in quiescent endothelial cell
senescence was validated by quantifying [8al-positive HMVEC-L after 15 Gy and
subsequent chronic KU55933 treatment, an ATM inbibiIndeed, KU55933 did not
inhibited, but significantly increased endothebahescence by 18% (vs. sham control; mean
+SEM; *P<0.01; Fig. 3B).

Radiation-induced senescence is under the control p53 activation

p53 is a key event of the radiation stress respdnskng-term response to irradiation, we
observed by western blot a persistent over-expessi p53 protein in a dose-dependent
manner in HMVEC-L, irrelevantly of S1P pretreatméhitg. 4A). The p53 activation was
confirmed by the concomitant expression of its dstneam effector MDM2. The contribution
of p53 in endothelial cell senescence was evaluatedSA B-gal assay in HMVEC-L
chronically treated with pifithrire, a p53 activity inhibitor, after irradiation at 18y. The
pifithrin-a inhibited radiation-induced quiescent endothesi@hescence by 28% (vs. sham
control; mean +SEM; * P<0.01; Fig. 4B), definitelalidating the involvement of p53 in

guiescent microvascular endothelial cell senescence

Radiation-induced senescence is associated with oghondria dysfunction
Mitochondrial dysfunctions have also been describaéplicative and premature senescence.
We first evaluated the oxygen consumption rate (DIBRXF24 analyzer on 15 Gy-irradiated
HMVEC-L at day 7. Consecutive injections of oligooity, CCCP, rotenone and antimycin-A
during oxygen measurement allow the respectiveutaion of ATP production, maximum
mitochondrial respiration and activity of complexand Il. Basal OCR was measured before
any treatment. Complete OCR study showed no mafterehce in the respiratory profile
from basal to CCCP OCR (Fig.5A). Rotenone additiorunirradiated cells inhibited by
almost 90% oxygen consumption, but complex Il astiwvas still easily detectable.
However, 15 Gy decreased the activity of this campby 69% (vs. 0Gy; mean +SEM; *
P<0.01; Fig. 5B), when complex | activity was nobdulated after irradiation. Because of
irradiation-induced respiration dysfunction, mitoakrial network morphology was observed
by Mitotracker staining under confocal microsco@yalitative observation showed a spread
network in HMVEC-L 21 days after exposure to 15 &ycompared to control (Fig. 5C). To
further validate, Facs analysis of Mitotracker shdva 28% increase of the mitochondrial
mass in 15 Gy-irradiated HMVEC-L (vs. sham-controlean of fluorescence +SEM, *
P<0.01; Fig. 5D).
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Radiation-induced senescence is under the control superoxide anions generation
Radiation induces long-term mitochondrial respmatidysfunctions, which may lead to
mitochondrial ROS generation. First, the pertudratof ROS detoxication enzymes was
studied by western blot. Mitochondrial manganespemxide dismutase (SOD2) and
glutathione peroxidase (GPX1) expressions weresasgd in a dose-dependent manner and
maintained all along the experiment as shown in. B. However, the expression of
catalase, an other detoxication enzyme, was notwhatetl by radiation, proving a specific
response of SOD2 and GPX1. These over-expressiogkt rhe due to an increase of
mitochondrial ROS triggered by the dysfunction oimplex Il. Facs analysis using MitoSOX
allowed to quantify the release of superoxide in Gg-irradiated HMVEC-L (Fig. 6B).
During the early step of senescence, a 42.5% isereasuperoxide was quantified in 15 Gy-
irradiated HMVEC-L (vs. sham control at day 7; meg®EM; * P<0.01; Fig. 6C). The
oxidative status of irradiated endothelial cellswanfirmed at day 21 with a 68% increase of
superoxide (vs. sham control; * P<0.01; Fig. 6Cyam, S1P does not modulate superoxide
generation after exposure to ionizing radiatiomahy, the involvement of superoxide in
endothelial cell senescence was determined in 1Grr&giated HMVEC-L chronically
treated with MNnTBAP, a manganese metalloporphy@DSnimetic with high anti-oxidant
properties. In fact, MNTBAP inhibited endotheli@ngscence by 3 fold (vs. sham control;
mean +SEM; * P<0.01; Fig. 6D), validating the inwement of superoxide in quiescent

microvascular endothelial cell senescence aftadiation.

Superoxide anions lead to mitochondrial dysfunctios and p53 activation

The use of pifithrina and MNnTBAP demonstrate a role for p53 and supdmm radiation-
induced mitochondrial dysfunction and quiescentogéimelial senescence. In order to find a
potential interconnection between these actorstenesblot analyses were performed in
presence of inhibitors. Pifithrio-partially blocked the p53 stabilization at daynd 21 after
irradiation (Fig.7A), validating the pharmacolodigaoperty of the drug. Interestingly, p53
expression was also slightly down-regulated by MAPBFig.7B), proving that superoxide
may induce p53 expression. Furthermore, both tremtsnreduced the expression of the
senescence marker, gZ2f*, confirming their inhibitory properties on senesoe (Fig. 7A,
B). To determine if superoxide and/or p53 were ngash or downstream of mitochondrial

dysfunction, activity of complex Il was assessethgishe XF24 analyzer on irradiated
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HMVEC-L treated with pifithrinet or MNTBAP. As presented in Fig.5B, a 67% inhihitiof
the complex Il is observed in 15 Gy-irradiated HMYAE at day 7. Pifithrina did not rescue
complex Il activity (4.4% %1.1 for 15 Gy vs. 6% 2Xor 15 Gy + pifithrine; mean £SEM;
n.s. P>0.5; Fig. 7C). However, MNTBAP preventegirdgory complex Il dysfunction (4.4%
+1.1 for 15 Gy vs. 9.2% #4.6 for 15 Gy + MnTBAP; ame+SEM; * P<0.5; Fig. 7D) since
complex Il activity was similar to the one of caitcells (9.8% 3.6 for 0 Gy + MNnTBAP vs
15 Gy + MnTBAP; n.s. P>0.5). These data clearly aiestrated that superoxide generation
was involved in irradiation-induced mitochondrigistunctions through complex Il inhibition
and p53 activation, ultimately leading to seneseencquiescent microvascular endothelial

cells.

Discussion

Our previous studies highlight the mechanism of-pwoliferating endothelial cell apoptosis

after exposure to ionizing radiation related totacioxicity and tumor regression (4, 23).
Endothelial cell apoptosis is mediated by a ramdeagation of ceramide and is blocked by
S1P (9, 21). However, molecular and cellular respsninvolved in long-term radiation

toxicity remain unclear, limiting counteracted phacological strategy. In this study, we
establish that confluent endothelial cells respomdadiation by activating a senescence
program through p53 activation and mitochondriasfdgictions, independently of the S1P
modulation of apoptosis.

Endothelial cell senescence has already been Hedci endothelial cells (24). However,

those models studying aging in proliferating maasnular HUVEC and BAEC reflect poorly

the normal physiology. First, the microvascularwek composes the major part of tissue
irrigation and plays a key role in tissue homeastaSecondly, endothelial cells in most
normal tissues are barely not dividing (17). Weeatly demonstrate that irradiated
microvascular endothelial cells die by differentam&nism depending of their proliferating

status (21). Quiescent endothelial cells die withours through the ceramide generation,
independently of DNA damage. Proliferating endadiekells may die by the same

mechanism, but also within days through a mitotatd triggered by misrepaired DNA

breaks. In the present study, we demonstratechthaproliferating irradiated microsvascular
endothelial cells are aging through a senescenceegs described by 3 different set of
experiments (SAB-gal, p21"™ expression and SASP's component II-8). We obsettvisd

process in the dose range between 1 to 15 Gy.

112



These de Doctorat — Audrey Lafargue

DDR long-term activation induced by remaining DNAeaks is considered central in
irradiation and oxidative stress-induced senescanckfferent proliferating cellular models
including endothelial cells (11, 15, 16). In nowiding HMVEC-L, the lack of DDR
activation, observed respectively by western blotl aenescence modulation by ATM
inhibitor treatment, may demonstrate a discrepasfcgiging process in proliferating versus
guiescent cells. We previously observedybi2 Ax Facs analysis that a significant amount of
DNA damage remained in S1P-, but not in vehiclated SV40-transformed microvascular
HMEC-1 24h exposed to 15 Gy. We validate this olzgeynin vivo. S1P delays DNA breaks
repair in microvascular endothelial cells in mogseall intestines 24h after 15 Gy (Fig. 1).
However, we were not able to correlate those reimg@iDNA breaks neither with an excess
of senescence nor with a long-term DDR activation inradiated quiescent primary
microvascular endothelial cells. This indicatest tremaining DNA breaks are effectively
slowly repaired without impacting long-term respenSenescence without detectable DDR
signaling has been already observed without telerasssion. For example, oncogenic-driver
senescence induced by PTEN loss in MEF is not egedcwith DDR (25). However, in our
knowledge, we report, for the first time, an ir@tn-induced premature senescence
independent of the DNA damage and DDR activatiagaiA, this specific mechanism may be
due by the non-dividing status of the endothelglsc

p53 anti-oncogene is enhanced duringdHinduced proliferating macrovascular endothelial
cell senescence through P21* expression (16). We also observed the expres$ip53and

its effector MDM2 during irradiation-induced quiest microvascular senescence. The fact
that pifithrin-a is significantly blocking HMVEC-L senescence prewaedirect role of p53 in
premature aging by radiation. After irradiationexogenous ROS, p53 is mainly under the
control of the DDR, especially ATM or ATR. In quant endothelial cell senescence, DDR
is no longer activated day 7 post-radiation (Fig.Tis 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 geuerapidly by HO radiolysis or
mitochondrial dysfunctions. We exclude here a folethe rapid generation of ROS within
millisecond after irradiation. Chronic post-irratiitan treatment with the ROS scavenger, N-
acetyl-cystein, is sufficient to inhibit SB-gal-positive senescent HMVEC-L (Fig. S2). Our
data are in agreement with those showing that expowith buthionine sulfoxamine, a
glutathione synthesis inhibitor, in replicative HBE increased intracellular ROS and

accelerated senescence (26). ROS may be genegateddehondria dysfunctions. A higher
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number of mitochondria is observed in senescent HRAL after Mitotracker followed by
Facs and confocal microscopy. Mitochondria mas$ ggsiassociated with a significant
decrease of complex Il activity and the superoxgieieeration. Mitochondrial complexes | and
lll are the predominant superoxide generating campts (27). However, recent studies
demonstrate that succinate-driven oxidation via ges Il has a significant contribution
towards the high rates of ROS production by mitochi@ (28). The superoxide appearance is
correlated with the expression SOD2 and GPX1, bticatalase, mitochondrial detoxication
enzymes (Fig. 5). Interestingly, SOD2 and GPX1, hot catalase, are transcriptionnally
regulated by p53 (29). The persistence of mitochahdstress and upregulation of
detoxication enzymes suggest a cell inability tarteract the radiation deleterious act (30).
Mitochondrial dysfunctions triggered by superoxidere already been observed in replicative
macrovascular endothelial cell senescence indugea thown-expression of survival factor
Bcl-2 protein (13). Bcl-2 transfection is countdmag the loss of glutathione into
mitochondria of senescent endothelial cell, andettuce superoxide production (13, 31). In
our model, irradiation also induced a persistewroegulation of Bcl-2 during senescence
of quiescent HMVEC-L (data not shown). This resully demonstrate some redundancy of
the pathways observed in senescence in dividinghanedividing endothelial cell. However,
we were not able to correlate Bcl-2 down-regulatoil senescence in quiescent endothelial
cells due to high toxicity of genetic or pharmagptoBcl-2 invalidation.

p53 may also orchestrate mitochondrial redox siggaby coordinating endogen regulators
such as SOD2, GPX1, and the ROS generator p662hcMBTBAP, but not with pifithrina
treatment, was limiting mitochondrial dysfunctigerpving that mitochondrial impairment is
triggered by superoxide, but not p53. Because p&8/ation was slightly limited by
MnTBAP, primary superoxide are inducing mitochoadridysfunction and might
participating to p53 stabilization. Mitochondriampairment must also generate new
superoxide, increasing in return mitochondrial dystion. The upstream event leading to
primary superoxide may be dependent of irradiatmuced mitochondrial DNA (mtDNA)
damage (33). However, mtDNA damage could be eithercause or the consequence of
mitochondrial dysfunctions (34). Moreover, reguwatiof mitochondrial fission and fusion
modulate ROS production and cellular senescencg. (3Mitochondrial elongation in
senescent HUVECSs is under the control of the dosgudation of Drp-1 and Fis-1 GTPase
proteins and the expression of PINK1 protein kind&&lK1 activation leads to the Trapl
phosphorylation, limiting the toxicity driven by ibative stress (36). Further investigation
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must decipher the upstream event leading to prireapgroxide and premature senescence of
qguiescent endothelial cells.

p53, mitochondrial oxidative stress and dysfunceeants described in quiescent endothelial
cell senescence, are also potential apoptoticactduced by radiation response to many cell
types. Interconnection between apoptosis and senesc outcomes is still under
investigation. Bcl-2 survival factor turns rat empdifibroblast apoptosis into a senescent-like
phenotype blocked in G2 phase, demonstrating fhaptasis inhibition could be crucial for
the commitment to replicative senescence (37). Bdweendothelial cells are committed to
radiation-induced apoptosis, they may switch toeseance once their apoptosis pathway is
inhibited. S1P blocks irradiation-induced apoptosisquiescent microvascular endothelial
cells bothin vitro andin vivo (9). In the present study, we were not able to rfaaduany

defined senescence markers of senescence, inclpdidigand p244™

, when apoptosis is
inhibited by S1P in irradiated microvascular en@tittl cell. This result seems consistent with
the role of p53 in late, but not acute, endothed&ll response to radiation. If senescence is
blocked by p53 inhibition, endothelial cell apopsos not inhibited in small intestines from
p53-invalidated mice (4). This result proves thatiation-induced acute apoptosis and long-
term senescence are mediated by two separated gpahwhich was not yet proven in our
knowledge.

Cell signaling discrepancy between apoptosis améssence may give opportunity to new
pharmacological strategies to mitigate acute atedridiopathologies. Pretreatment with S1P
before 15 Gy inhibits endothelial cell apoptosisl aelated acute small intestines necrosis in
mice (9). Irradiation-induced endothelial cell serence impaired vascular functions, e.g.
pro-inflammatory cytokines secretion, vasotonicityigration, angiogenesis or permeability
(38, 39). Also, senescence is observed in chroaibgbogies, including lung and intestines
fibroses or atherosclerosis that are frequentlyentered during aging or radiation toxicity.
In this context, S1P in irradiated quiescent HMVE®@oes not inhibit senescence markers,
defined by SAB-gal assay, p21*™ expression and II-8 secretion or other markers of
endothelial dysfunctions, such as increase of pilarnmatory factor, ICAM-1, and decrease
of intercellular junction protein, VE-Cadherin, ¢FiS3). On the other hand, modulating
superoxide/SOD2 or pb53activity blocks radiationtioeld quiescent endothelial cell
senescence. In this context, modulating superogeteeration or p53, but not S1P, should
participate to the protection against late radrataxicity. Pharmacological strategy inhibiting
p53 in vivo remains difficult because of its anti-oncogenictivaly prone to tumor

development. Inhibiting superoxide by deliveringl®E0with plasmid-liposome or adenovirus
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prevent lung inflammatory alveolitis and fibrosisirradiated C57BL/6J or Nu/J mice (40).
However, further studies must be done to betteestigate SOD2 or other agents limiting
mitochondrial oxidative impairment on microvascuéardothelial cell senescence related to

chronic radiation toxicity.
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Legends
Figure 1
S1P delays DNA damage repair in microvascular endbelial cells of small intestines

exposed to 15 GyA. yH2Ax (green) and CD31 (red) co-immunostaing of ceradn sections
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from 15 Gy-irradiated and/or S1P-treated C57Bl/@anat different time points. Sections
were counterstained with DAPI (blue).Scale Bar: i0B. DNA repair kinetic per CD31-
positive endothelial cell estimated by the ratigH#Ax coverage in the whole nucleus
surface defined by DAPI. The surface quantificatiaas obtained by Image J (mean +SEM, *
P<0.01; n=3).

Figure 2

Irradiation induces endothelial cell senescence ielevantly of S1P. A. Senescent
HMVEC-L (blue cells) assessed by $Agal assay under optical microscopy, day 28 affer 1
Gy and/or S1P. Scale Bar: 20um. B. Percentageneissent HMVEC-L in function of dose,
time and S1P pretreatment (mean +SEM, * P<0.01).re3p21"A™ expression evaluated by
Western blot in irradiated and S1P-treated HMVEGH=3, a representative blot). D.
Cumulative IL-8 secretion in medium of irradiatattéor S1P-treated HMVEC-L in function
of time (mean +SEM, * P<0.01, n=3).

Figure 3

Senescence is independent of DDRA. DNA sensor and repair proteins expression in
irradiated and/or S1P-treated HMVEC-L evaluatedNbgstern blot in function of time post-
radiation (a representative blot, n=3). ConditiéAsrepresent proliferative endothelial cells
stopped at 30min after 15 Gy irradiation, and repn¢ positive control of signal. B.
Percentage of senescent HMVEC-L treated with ATKibitor, KU55933, day 21 post-15
Gy (mean £SEM, * P<0.01, n=3).

Figure 4

Senescence is under the dependence of p53 activify. p53 and downstream effector

MDM2 expression in irradiated and/or S1P-treated\HE@-L assessed by Western blot in

function of time post-radiation (a representatidet,on=3). B. Percentage of senescent
HMVEC-L treated with pifithrine, day 21 post-15 Gy (mean +SEM, * P<0.01, n=3).

Figure 5
lonizing radiation induces long-term mitochondria dysfunction. A. Oxygen consumption
rate (OCR) in irradiated HMVEC-L. Basal OCR was swad before oligomycin treatment

(mean +SEM, n=3+ P<0.01). B. Ration of the mitoahtal complexes | and Il activities in
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HMVEC-L, day 7 post-irradiation. Respiration wadccdated by subtraction of the mean of
the 3 measures of non-mitochondrial respiratiorte(afintimycine-A) from total basal
respiration (before oligomycin). Complex Il actiitvas calculated as the substraction of
OCR after rotenone to basal OCR (Mean +SEM, n=3).Mitochondrial network by
Mitotracker immunostaining in HMVEC-L, day 21 pdsd- Gy. Cells were counterstained
with DAPI (blue). Scale Bar: 20um. D. Mitochondnaass per cell quantified by Mitotracker
assay on Facs in HMVEC-L, day 21 post-15 Gy (mefafuorescence +SEM, * P<0.01,
n=3). Insert Mitotracker distribution in functionf ¢the cell population analyzed Facs (a

representative experiment, n=3).

Figure 6

Senescence is under the control of mitochondrial aative responseA. SOD2, GPX1 and
catalase expression evaluated by Western blotadiated and/or S1P-treated HMVEC-L in
function of dose and time (a representative blet3)n B. Mitochondrial superoxide
distribution by MitoSOX in function of the cell pofation analyzed Facs (a representative
experiment; positive control s antimycin-A). C. Mitochondrial superoxide quangdtion

by MitoSOX and analyzed by Facs in HMVEC-L, daynd 21 post-15 Gy and/or S1P (mean
of fluorescence +SEM, * P<0.01, n=3). D. Percentafjsenescent HMVEC-L treated by
MnTBAP, day 21 post-15 Gy (mean +SEM, * P<0.01, n=3

Figure 7

Superoxide anion generation leads to mitochondriaydfunction and p53 expressionA-
B.p53 and p24*"* expression evaluated by Western blot in pifittaingA) and in MnTBAP-
treated (B) HMVEC-L, day 7 and 21 post-15 Gy (arespntative blot, n=3). C-D.
Respiratory complex | and Il activities in pifithro- (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 pl6 et phospho-Rb, autresrgqueeurs de l'arrét en sénescence —
Comme nous l'avons énoncé, la sénescence fait app®elintien de I'expression de facteurs
d’arrét de cycle comme p21. Nous avons ici égaleéraaalysé I'expression de deux autres
marqueurs pl6é et Rb hypophosphorylé dans notre Imode sénescence des cellules
HMVEC-L & J21 apres irradiation ou non a 1, 5 oG{L5(Figure n°33).

Nous avons pu constater que le profil d’expresslenpl6 suit celui de p21, et qu’il est
augmenté aprés irradiation dés la dose de 1Gy mispe dans le temps. Nous avons
également observé que Rb est exprimé de faconestdbést hypophopshorylé de facon
persistante, du moins sur les sites S807/811. €as wharqueurs vont dans le sens du profil
de sénescence des cellules endothéliales micrdaassuapres irradiation.

Ici aussi, nous avons pu constater I'absence deulatoh par le pré-traitement a la S1P,
confirmant une nouvelle fois son absence dimpantle long terme sur les parameétres

associés a la sénescence.

121

oGy 1Gy SGy 15Gy Prolif
PET S1P PET S1P PET S1P PET S1P 15Gy

ple —» . S e a——

Rb-P 5807/811 —» L ad

Actine e T S S SN S —— N ——

Figure n°33 : Mesure a 21 jours post-irradiation sur les cellule endothéliales
HMVEC-L, de I'expression protéique de p16, Rb, et B phospho-Ser807/811, en

fonction de la dose d’irradiation, avec ou sans S1P
Western-Blot utilisant les anticorps anti-p16 (5880BD Biosciences), anti-Rb (MS107P1, Neomarkers),
anti-Rb phospho-Ser807/811 (9308, Cell Signalingtifielogies), et anti-Actine (MAB1501, Millipore).
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Compléments d’analyse des fonctions endothélialessdle modele de sénescence radio-
induite des cellules HMVEC-L —Nous avons également analysé certains parametres
fonctionnels susceptibles « d’alimenter » I'imptioa physiopathologique des cellules
endothéliales sénescentes apres irradiation.

Nous avons étudié I'expression de la protéine ICANpour Intercellular Molecule
Adhesion-1) par Western-Blot, dans notre modélséescence des cellules HMVEC-L, ici
montré a J21, apres irradiation ou non a 1, 5 @eylavec ou sans S1igure n°34, n=3).
ICAM-1 est un marqueur d’activation des cellulesd@héliales connu pour permettre
l'interaction des cellules circulantes avec ledute$ endothéliales. Il est aussi connu pour
étre surexprimé aprés irradiation et peut étre teain Gaugleret al, 1997. Dans notre
modéle, I'expression d'ICAM-1 est augmentée en fiomcde la dose et maintenue dans le
temps. Ceci indique que, dans le méme sens queréxpsession persistante de I'lL-8, la
surexpression persistante d'ICAM-1 marque le caractctivé des cellules endothéliales a
long terme apres irradiation. Ce profil va dansdas d’'une participation de la sénescence
endothéliale microvasculaire radio-induite dansi@ntien d’'une inflammation chronique. Ici
aussi, nous retrouvons une absence de modulatiote gmeé-traitement a la S1P, indiquant
son absence d’'impact sur le long terme sur I'atibmaradio-induite des cellules endothéliales
HMVEC-L.

121
oGy 1Gy S5Gy 15Gy
PETS1F PETS1P PET S1P PET S1P

ICAM-1 iﬂﬂ“"---.

FYon 4] 4 1 I ——

Figure n°34 : Mesures post-irradiation sur les cellules endothiles HMVEC-L, de
I'expression protéique d'ICAM-1 en fonction de la dse d’irradiation et du temps,

avec ou sans S1P.
Western-Blot utilisant les anticorps anti-ICAM-19(b, Cell Signaling Technologies), et anti-Actine
(MAB1501, Millipore).

Nous avons aussi souhaité analyser la stabilitéladenonocouche de cellules
endothéliales HMVEC-L apres irradiation. Pour celaus avons étudié I'expression de la
protéine VE-Cadhérine (pour Vascular Endotheliati@ain) par Western-Blot, dans notre
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modele de sénescence des cellules HMVEC-L, ici moatl21 et J28, apres irradiation ou
non a 1, 5 ou 15Gy, avec ou sans SHwyufe n°35A, n=3). La VE-Cadhérine est un
marqueur de jonction cellule-cellule des cellulesiahéliales. Dans notre modéle, nous
observons une diminution de I'expression de la \dgHiErine en fonction de la dose
d’irradiation. Ce profil est présent dés J7 etraaintenue tout au long de I'expérience. Le
pré-traitement a la S1P ne modifie pas ces obsenstCe résultat suggére que les cellules
endothéliales HMVEC-L irradiées perdent leur cobesiCette altération étant maintenue a
long terme, elle est susceptible de participer @ aitération de la perméabilité des cellules
endothéliales, et de participer au développemeniydnctions tissulaires tardives.

Ainsi, dans un second temps, nous avons analysertacabilité de la monocouche de
cellules endothéliales HMVEC-L a long terme apmeadiation, avec ou sans S1Fjgure
n°35B, n=3). Nous avons pour cela utilisé un systemeuttere entranswell(Corning 12mm
Transwell®, pore de 0.4um, insert a membrane ptdyesLes cellules HMVEC-L sont
cultivées jusqu’a confluence sur le puit supériépres traitements, le milieu de culture du
puit supérieur est remplacé par du milieu de calsupplémenté par 1mg/mL de Fluorescein
isothiocyanate—Dextran (FITC-Dextran ; FD40, Sighidrich ; poids moléculaire moyen
40000g/mol, ex/em 485nm/538nm) et 1mg/mL de Tetthpihodamine isothiocyanate—
Dextran (TRITC-Dextran ; T1037, Sigma-Aldrich ; gei moléculaire moyen 4400g/mol,
ex/em 544nm/590nm)L@dwig et al, 2017). Nous mesurons ensuite la cinétique de passage
des deux composés fluomarqués par fluorométrie,cqiits Software for fluoroskan
(Thermoscientific)), en prélevant des échantilldass le puits inférieur a 0, 15min, 30min,
1h, 2h, 4h, 8h et 24h. Les échantillons de 150t somédiatement remplacés par 150uL de
milieu complet pour rééquilibrer les volumes. Laoflescence obtenue au point 8h est en fin
de phase exponentielle et précede la phase dasatur_es intensités obtenues a ce temps
expérimental permettent donc de comparer les diftéss conditions entre elles. La lecture de
la fluorescence permet de déterminer la quantitéddetran qui diffuse a travers la
monocouche, ce qui reflete I'état de sa perméébilplus lintensité est grande, plus la
perméabilité est importante. Pour chaque expérjdieseintensités de fluorescence ont éte
normalisées par rapport a la valeur de fluoresceesepuits vides du jour correspondant, et
par rapport au point controle 0Gy PET (considé@arne égale a 1). Les conditions ont été
statistiguement analysées par tests de Studedsdes probabilités d’erreur inférieures a 5%
sont considérées comme significatives.

Nos résultats ont ainsi montré une similitude deardeux types de dextrans de 40kDa (non-

montré) et 4,4kDa (montré) lls diffusent sous leSmms proportions et a la méme vitesse.
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Ainsi, l'irradiation entraine une augmentation de diffusion des dextrans a travers la
monocouche, indiqguant une augmentation de la pdoifitéa Nous observons ainsi que la
perméabilité de la monocouche endothéliale n’est rpadifiee aux temps J7 et J14 (non-
montrés), et est significativement augmentée dgsdb®1 et des 1Gy a J28 (montrés ici). Le
pré-traitement a la S1P ne modifie pas ces résul@es résultats suggerent que plus la
sénescence est importante, plus les dysfonctiontssarquées.

L’ensemble de ces résultats montrent que lirramiiatinduit une diminution de
'expression de la VE-Cadhérine dans notre modek sknescence endothéliale
microvasculaire radio-induite, qui est associée défaut de la perméabilité marquée pour les
conditions ou la sénescence est importante. Ceaédsnconfirment les altérations de la
stabilité de la monocouche endothéliale aprésiatah en corrélation avec 'augmentation

de la sénescence radio-induite des cellules HMVEC-L

Ainsi, 'ensemble de ces résultats appuient I'hizgst que la sénescence radio-induite
des cellules endothéliales produit des défautsodetibns. Ces défauts pourront se traduire
par un maintien chronique de I'inflammation du camjpnent tissulaire irradié, ainsi que par
des troubles de son irrigation. Ces altérationsrmagentin vivo participer a la contraction
d’effets secondaires radio-induits tardifs. La S#Pmodifiant pas cette réponse, ceci nous

conforte dans I'idée qu’elle n’accentuerait pas ptus ces troubles.
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Partie 1l : Implication des protéines de la famille Bcl-2 dansa sénescence endothéliale

microvasculaire radio-induite.

La stabilisation de p53 dans notre modelevitro de sénescence endothéliale radio-
induite, indique la persistance d'un stress inttal@re. Ceci pouvant provenir d’un
« dysfonctionnement mitochondrial », nous nous semrnmtéressés aux voies liées a la
signalisation mitochondriale étant impliquées ddasbalance survie/mort et dans le
meétabolisme oxydatif. Notamment, I'expression destgnes pro/anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak) est a I'étie. En effet, l'activité de p53 régule
I'expression et l'activité de ces protéines. pS@n& activité pro-apoptotique notamment en
stimulant I'expression de Bax et Bak et en réprimd@axpression de Bcl-2 et Bcl-xL. Il peut
aussi controler leur activité par interaction nataent en liant et inhibant Bcl-2 ou Bcl-xL, ou
en liant et activant Bax ou Bak. Il a d’autre p&é montré que la surexpression de Bcl-2 peut
permettre de bloguer I'apoptose radio-induite ddkiles endothéliales en stimulant une voie
dépendante de la survivine, et en inhibant I'acdatran de p53 et I'activation de p38
(Kumaret al,2007. En ce sens, il est possible gwontrarig une inhibition de I'expression
de Bcl-2 favorise I'accumulation de p53. Par ailtgeude facon intéressante, Bcl-2 a des
propriétés anti-oxydantes en localisant le glutatha la mitochondrieZimmermanet al,
2007). Uraokaet coll, ont notamment montré que Bcl-2 est moins expriarésdes cellules
endothéliales macrovasculaires en sénescenceatiicet que ces dernieres présentent un
important stress oxydant mitochondrial. Ce phémafyput étre réduit par une transfection de
Bcl-2 et conduit a une récupération des fonctiomdothéliales, raokaet al, 2011). Bax
guant a lui, est connu pour avoir une activité gxgdante en favorisant la génération de
superoxide mitochondriaux, mais le mécanisme r@gre déterminéK(rkland et al, 2002,
2010.

En accord avec ces données, nos résultats présém@nnontré une augmentation de
la génération d'ions superoxide mitochondriaux, wte réduction de la respiration
mitochondriale dépendante du complexe II. De phasis avons observé que I'expression des
protéines de régulation du stress oxydant SOD2 RX1G(et GPX4, non montré), dont
'expression peut également étre régit par l'atdéivde p53, est augmentée de facon
dépendante de la dose et persistante dans le témpaux augmenté et persistant d’'ions
superoxides mitochondriaux peut indiquer une dydfon d’origine mitochondriale, et la
persistance des facteurs de régulation peut petlemtient indiquer une incapacité de la

cellule a répondre entierement a ce str@sssi, il est important d’analyser I'état d’express
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des protéines majeures de la famille Bcl-2. Eni@arér, nous nous sommes concentrés sur
les protéines Bcl-2, Bcl-xL, Bax et Bak, afin deirvei une dérégulation de leur expression
peut en partie expliquer le déséquilibre oxydardeole, et si ce déséquilibre passe par une
modulation de p53 et/ou de ces cibles anti-oxydataiées que SOD2.

Approches expérimentales & RésultatSemme précédemment, nous avons utilisé le
modele de sénescence endothéliale radio-induitealiies primaires HMVEC-L cultivées
en confluence stable. Les doses d'irradiationsdds sont de 0, 1, 5 ou 15Gy, et les cellules
sont maintenues en culture jusqu’au jour 7, 14,0 28. La aussi, avant irradiation, les
cellules ont été soumises ou non a un traitemenSpR afin d’identifier un potentiel effet a
long terme.

Dans un premier temps, nous avons analyse I'expreses protéines Bcl-2, Bcl-xL,
Bax et Bak par Western-BlotFigure n°36). Nos résultats ont montré une diminution de
'expression de Bcl-2 de fagon dépendante de la dbsradiation et maintenue dans le
temps. A l'inverse, I'expression de Bcl-xL est awegtée, de méme que celle de Bax, la aussi
de facon dépendante de la dose et maintenue daesnfis. Concernant Bak, son niveau
d’expression reste inchangé quelque soit la doketemps expérimental. Le pré-traitement a
la S1P ne modifie pas ces modulations d’expressgioiiquant ici aussi son absence d’'impact
a long terme sur ces parameétres. Il est intéreslganoter que les modulations observées sont
rencontrées des la plus faible dose testée de &Gyle cette dose est suffisante pour les
maintenir a long terme.

Ces résultats ne semblent favoriser ni un signiilagoptotique, ni un signal pro-apoptotique.
Nous pouvons toutefois souligner que la diminutdm Bcl-2 et 'augmentation de Bax
concordent avec 'augmentation de I'expressions& méme si ce n’est pas le cas pour Bcl-
XL et Bak. Cependant, il est a noter que ces mi&#sulhe mettent pas en évidence les
éventuelles modulations de localisation et d’'intBoas de ces protéines, parameétres connus
pour avoir un impact majeur sur leur activité aptigtie. Concernant plus particulierement
Bcl-2, il est intéressant d’observer que cette dution d’expression coincide avec les
résultats dJraokaet coll, sur leur modéle de sénescence endothéliale aéipb¢ (Uraokaet

al, 201). La diminution d’expression de Bcl-2 peut condu&r une diminution du pouvoir
anti-oxydant de la cellule et expliquer 'augmeimiatdu stress oxydant mitochondrial au
cours de la sénescence. Dans le méme sens, |'atajioarde I'expression de Bax peut aussi

expliquer 'augmentation de la génération de supdes mitochondriaux.
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Ainsi, dans un second temps, nous avons souhaiséirarel'impact de linhibition
constitutive ou induite de Bcl-2 sur le niveau éaescence, a savoir, répondre a la question
d’'une augmentation du niveau de sénescence loredhhibition accentuée de Bcl-2, soit
d’'une inhibition accentuée de la régulation du sstr@xydant et une augmentation de
'accumulation de p53. Pour cela, nous avons tdatplacer les cellules sous le contréle d’un
shRNA contre Bcl-2. Malheureusement, comme souvemtstzdé, les cellules primaires
microvasculaires HMVEC-L sont fragiles et supportemal les manipulations génétiques
comme la transduction. Nous avons également téatdistr une inhibition induite de Bcl-
2/Bcl-xL via [l'utilisation d’'un agent exogene inliieur : 'ABT-737, (0,5uM ; Abbott
Laboratorie3. Comme les précédentes expériences, cet inhibigsti utilisé de fagon
chronique post-irradiation dés J4, puis tous lgsss jusqu’a J21. Malheureusement la aussi,
le traitement par ABT-737 est toxique a long tenpoar les cellules HMVEC-L. Nous ne
pourrons donc pas répondre ici a la question dgkict de Bcl-2 sur le niveau de sénescence,
le stress oxydant, ou encore sur I'expression & B& revanche, nous avons pu tester les
effets de l'inhibition de l'activité de p53 par Hifrin-a (LOuM ; Sigma-Aldrich), et les effets
du SOD-mimétique, MNTBAP (1uM Calbiochen), sur I'expression protéique de Bcl-2
mesurée pas Western-BloEigure n°37). Il est a noter que Il'utilisation d’un autre ibkteur
de p53, la Pifithrine (UM ; Sigma-Aldricl), ciblant spécifiguement son activité anti-
apoptotique par liaison aux protéines Bcl-2 et Hgl-est également toxique a long terme
pour les cellules HMVEC-L. La Pifithrir et le MNTBAP ont été également utilisés de facon
chronique post-irradiation (0Gy vs 15Gy) dés J4s pous les 3 jours jusqu’a J7 ou J21. Nos
précédents résultats ont montré que I'utilisati@n Rifithrin-a et de MNnTBAP permet de
réduire le développement de la sénescence et, ldacas du MnTBAP, de restaurer les
capacités respiratoires mitochondriales dépendahtesomplexe Il. Nous avons également
montré gu’ils permettent de réduire partielleméakpression de p53 et de p21l. Ici, nos
résultats montrent que linhibition de p53 par lditRin-a de fagon chronique post-
irradiation & 15Gy ne provoque pas de modulatiohed@ression de Bcl-2 que ce soit a J7 ou
J21. De la méme facgon, l'accentuation chroniqud’atgivité SOD par le MnTBAP, ne
module pas I'expression de Bcl-2. En somme, Bas2a diminué bien que des effets positifs
sur la sénescence et sur la respiration mitochaledsoient observés avec ces inhibiteurs.
Cela peut indiquer que Bcl-2 est diminué en rép@nBieradiation mais n’a pas d’'impact sur
la sénescence et ses mécanismes moléculaires.uGignéraire, cela peut indiquer que la

diminution de Bcl-2 se produit en amont de la matah de p53 et des dysfonctions
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mitochondriales, et que I'utilisation de Pifithrin-ou de MnTBAP permet de réduire la
sénescence et les dysfonctions mitochondrialesgesamt sur un niveau intermédiaire du

mécanisme moléculaire de la sénescence endothé&lditeinduite.

Enfin, nous nous sommes intéressés a I'expressairique de SOD2 en réponse aux
traitements chroniques post-irradiation (0Gy vs ywp@ar Pifithrina ou MNTBAP jusqu’a J7
ou J21, Figure n°38). Nous avons précédemment, montré que I'expresssoB80D2, une
SOD mitochondriale, est augmentée de facon dépemdde la dose d'irradiation et
persistante dans le temps. Ce méme profil a étongré parUraokaet coll, qui ont montré
une augmentation de SOD2 lors de la sénescencehétide réplicative ou Bcl-2 est
diminué. Pour autant, l'inhibition de Bcl-2 danssdeellules jeunes ne modifie pas
'expression de SOD2, alors que l'induction de Bcinduit une augmentation de SOD2,
(Uraokaet al,201]). Le lien Bcl-2-SOD2 en sénescence endothélialefimduite doit donc
encore étre vérifié. Toutefois, les cellules endlgihes microvasculaires irradiées a 10Gy
soumises a un traitement SOD-Catalase mimétiqueEpl¢-207 possedent une meilleure
activité SOD, augmentent Bcl-2 et réduisent Bax¢leorent la survie cellulaire a 10 jours, et
restaurent les fonctions endothéliale@itérsonet al, 2012. Ainsi, nous avons souhaité
analyser I'expression de SOD2 en cas de sénesesmtm#héliale radio-induite traitée par
MnTBAP. Nous montrons ici que le traitement chraigpar MNTBAP, ne provoque pas de
modification dans I'augmentation de SOD2 dans @eslitions traitées a 15Gy que ce soit J7
ou J21. Ainsi, l'accentuation de I'activité SODgbiqu’ayant un pouvoir de diminution du
niveau de sénescence et d’amélioration de la ad&pir mitochondriale, ne permet pas de
contrebalancer I'induction de la surexpression @®3.

En revanche, nos résultats montrent que l'inhibitdbronique de p53 provoque une
augmentation de I'expression de SOD2 a 0Gy et 18Iyp53 est capable d’activer ou de
réprimer la transcription de SODZdrwez-Hussaiet al, 2004. La différence de « choix »
reposerait sur le niveau de stress oxydant et/odesniveau d’expression/activité de p53,
(Liu, Xu, 201). Si ce résultat ne permet pas de conclure diremé sur le lien SOD2-p53,
on peut supposer qu’une inhibition partielle decti\dté de p53 favorise tout de méme
I'expression de SOD2 et le pouvoir anti-oxydantlaleellule. Cette surexpression de SOD2
sous Pifithrine pourrait permettre de réduire le stress oxydamcehondrial, et ainsi réduire

la sénescence radio-induite.
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Conclusions —Comme nous I'énoncions, le processus de sénesdaitc@appel a des
mécanismes moléculaires complexes. Nous constatpres au moins partiellement,
l'inhibition des axes dépendants de I'activité de gar la Pifithrine et I'activité SOD du
MnTBAP permettent de réduire la sénescence endathéhdio-induite et, dans le cas du
MnTBAP, de restaurer la respiration mitochondridépendante du complexe Il. Néanmoins,
ces traitements ne permettent pas de restaurer |emment toutes les altérations
moléculaires observées telles que la modulatioliedpression de Bcl-2. La diminution de
Bcl-2 peut donc avoir un réle clé potentiellemdtiésa un stade en amont dans le processus
de sénescence. Toutefois, des explorations dodteatpoursuivies afin de répondre a cette
guestion. Les rbles de Bax et de Bcl-xL demandessiaa étre approfondis. Il est enfin
intéressant de noter que si I'activité de p53 std¢ut mitochondrial jouent un réle clé dans le
développement de la sénescence endothéliale nadigié, la question de l'origine de
« l'altération cellulaire » déclenchant I'ensemiales processus moléculaires impliqués au

cours de la sénescence ne reste pas entieremeloierés
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Figure n°36 : Mesures post-irradiation sur les cellules endothigles HMVEC-L, de I'expression protéique de Bcl-2,
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Le développement de la radiothérapie, traitementéfierence contre le cancer, est
limitée par les toxicités aigués (nécrose) et/adivas (fibrose radique, athérosclérose),
induites aux organes vitaux proches des zones alemiStewartet al,2012. Notre équipe a
précédemment montré que [I'apoptose radio-induites deellules endothéliales
microvasculaires quiescentes suite a la génératiorsphingolipide Céramide, favorise la
mort des cellules clonogéniques épithéliales, latrdetion des villosités, et la nécrose
intestinale, Pariset al, 2001). Cette radiotoxicité aigué est bloquée par uitetrzent a la
sphingosine-1-phosphate (S1P), antagoniste deiéadwo Céramide, en inhibant I'apoptose
des cellules endothéliale€dnnaudet al, 2007, 201). Cependant, la S1P n’agit pas sur la
réparation des dommages de I'ADN. Des cassuressfgrs au moins 48-72 heures apres
irradiation et leurs conséquences sur le deveng cdlules irradiées reste inconnue,
(Bonnaudet al, 2007; Lafargueet al, article soumis Récemment, il a été montré que la
persistance de ces dommages de 'ADN dans desbfdstes HCAZ2 irradiés bloque leur
prolifération et induit une sénescence radio-irglwssociee a la sécrétion de nombreux
facteurs pro-inflammatoires,Rodier et al, 2009. De maniere générale, la sénescence
cellulaire survient suite a I'érosion des télomeédess du vieillissement (sénescence
« réplicative ») ou suite a un stress comme I'laidn (sénescence « prématurée »). Ces
cellules deviennent larges, et expriment des mamgue’arrét de cycle et des facteurs
inflammatoires, Campisi, 201R La sénescence cellulaire est induite lors de nomxbre
processus pathologiques tels que la fibrogergham et al, 2010 ou I'athérosclérose,
(Minaminoet al, 2002 ; pathologies fréquemment contractées a longdaerpnes irradiation,
(Stewart et al, 2012. Llirradiation induit la sénescence de cellulesdahéliales
macrovasculairesQh et al,2001; lgarashiet al, 2007, 2008 Or, trés peu d’études montrent
l'incidence de la sénescence apres irradiation diss modeles de cellules endothéliales
microvasculaires quiescentes, bien que ces celjaleent un réle clé dans le maintien de
I'homéostasie des tissus sains irradiésgfariet al,2013; Borovskiet al,2013.

La S1P en protégeant les cellules endothélialeBageptose radio-induite favorise
potentiellement la stabilisation de dommages d®NAet/ou de leur signalisation, pouvant
favoriser ainsi le développement de la sénescerrgturéel’objectif de mes travaux de
these a donc été de mesurer et caractériser la sénence des cellules endothéliales

microvasculaires aprés exposition aux rayonnement®nisants. Nous avons cherché a
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comprendre les voies moléculaires impliquées, aingjue les impacts fonctionnels
vasculaires qui en résultent a long terme. Nous ame alors mesuré l'incidence du
traitement anti-apoptotique S1P sur cette sénescemanicrovasculaire, ainsi que sur les

mécanismes associés.

Dans un premier temps, jai mis en place un modige cellules endothéliales
primaires microvasculaires humaines (HMVEC-L) qoed#es a confluence, et jai
caractérisé la sénescence apres irradiation. Gamrant aux modeles de cellules
macrovasculaires (HUVEC, BAEC,...), ce modele micemdaire quiescent refléte la
physiologie vasculaire des tissus sains ciblésdame radiothérapieGimbroneet al, 1974).
Ainsi, des cellules HMVEC-L ont été pré-traitéema1P (1uM) ou son diluant (PET), puis,
irradiées aux rayons X a 0, 1, 5 ou 15 Gy. La ssamee a été ensuite évaluée par différents
marqueurs (morphologie, SB-Galactosidase, p21, pl6) a 0, 7, 14, 21, et 28 jpost-
traitement. J’ai ainsi montré I'acquisition d’'unésfotype sénescent des 7 jours, augmentant
en fonction de la dose et du temps, en corréladwac I'apparition d’'un phénotype
d’activation (IL-8 et ICAM-1). Par ailleurs, un tefnctionnel de perméabilité a I'aide de
dextrans fluomarqués sur monocouche endothéliedeli@e entranswell a montré que la
sénescence endothéliale radio-induite est ass@cigee augmentation de la permeéabilité
intercellulaire. Ce résultat est appuyeé par la dution d’expression de la protéine de jonction
intercellulaire VE-Cadhérine en fonction de la desenaintenu dans le temps. En somme, ces
caractéres pro-inflammatoires et pro-perméant pgant étre le siege d’altérations tissulaires

telles qu’'observées lors pathologies radio-induites

Bien que les cellules irradiées et traitées par &&Rt plus de dommages de I'’ADN
résiduels sur les premiers jours post-irradiatiolpus n’avons pas pu montrer une
accentuation du niveau de sénescence, ni de kdicthy ni du défaut de fonction. Ces
résultats, en contradiction avec ceuxRialieret coll, (Rodieret al, 2009, ont été confirmeés
par la non-persistance de l'activation des voiegémnses aux cassures de I'ADN, (dont
ATM, yH2AX, DNA-PKcs, Ku70/80, ATR, et Chk1/2), quellegsoit la dose et tout au long
de I'expérience. En effet, bien que ces facteumns@ctivés en réponse aux dommages des
les premieres minutes, aucun d’entre eux ne regteéaa long terme. Autrement dit, les
cassures de I’ADN radio-induites sont réparéesuat signalisation n’a pas d’influence sur le
niveau de sénescence. De plus, linhibition chroeicpost-irradiation d’ATM par le

KU55933, ne réduit pas ici le niveau de sénescemegs au contraire, 'augmente. Cette
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augmentation pourrait indiquer que I'inhibition ohique d’ATM favorise la stabilisation de

cassures endogenes, et une entrée en sénescenée patdtes dommages additionnels.

Cependant, nous observons une stabilisation deolgipe p53 de facon dépendante
de la dose et persistante dans le temps dans mouléle. Le méme profil est observé pour
Mdm2 dont I'expression dépend de p53 et dont ke ¢dhsiste a induire la dégradation de ce
dernier.

Nous avons pu alors montrer a l'aide d’'un traiten@monique a la Pifithrimr, que
linhibition, au moins partielle, de I'activité¢ de p53 permet de réduire le niveau de

sénescence endothéliale microvasculaire radio-indai

Comme nous I'énoncions en introduction, le stregglant est induit par l'irradiation.
S’il est connu pour étre une cause de dommageslaietls et pour induire la sénescence, il
est aussi une conséquence de la sénescence, notadans le cas ou elle est associée a une
dysfonction mitochondriale, ou a une dérégulatier’eixpression des facteurs anti-oxydants.
Dans notre modeéle, nous avons effectivement purebsene augmentation du taux d’ions
superoxide mitochondriaux, une augmentation de dasa mitochondriale, et une altération
de la respiration mitochondriale dépendante du ¢exepll. De plus, nous avons observé que
'expression de protéines de régulation endogénetokss oxydant (SOD2 (ou MnSOD),
GPX1) est augmentée des J7 de facon dépendardedded et persistante dans le temps. Si le
taux augmenté et persistant d’ions superoxide mmitodriaux peut indiquer une dysfonction
d’origine mitochondriale, la surexpression de @gdurs endogénes indique potentiellement
une incapacité a y répondre de facon efficacefatitiee.

Nous avons pu alors montrer a l'aide d’'un traitetnghronique au MnTBAP, une
porphyrine SOD-mimétique a manganese, taecentuation de l'activité anti-oxydante
SOD permet de réduire le niveau de sénescence erttitale microvasculaire radio-
induite de facon importante. Cette donnée est intéressante dans la mesureusieys
travaux ont précédemment montré que le traitemantsprexpression de SODA vivo
permet de contrecarrer le développement de léstmssilaires tardives radio-induites,
(Epperlyet al, 1998, 2002, 2008

De facgon intéressante, rappelons que p53 est teufage transcription dont les cibles
comprennent SOD2, (activation ou répression) et GRXctivation). D’ailleurs, la Catalase

qui n’est pas modulée dans notre modele ne figage garmi les cibles de p5&grwez-
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Hussainet al, 2004; Paniet al, 2011). Si le lien direct reste a étre clairement dém@odans
notre modeéle, nous pouvons émettre I'hypothésenqtre modele de sénescence endothéliale
radio-induite passe par un stress oxydant chropigiuée maintien a long terme de la réponse
anti-oxydante se fait, au moins en partie, sou®idréle de I'activité de p53L.iu, Xu, 201J).

En effet, le traitement a la Pifithrim- permet d’augmenter I'expression de SOD2, tandé q
le traitement au MNTBAP permet de réduire partieflat I'expression de p53. Ainsi, le stress
oxydant mitochondrial pourrait étre régulé via pp&r une régulation des cibles anti-
oxydantes, et pourrait étre réduit directementleavinTBAP, réduisant ainsi la stimulation
consécutive de I'axe p53. En conséquence, dang nubdele, ceci positionnerait le stress
oxydant mitochondrial en amont de p53, et positailt SOD2 en soupape intermédiaire,
(Figure n°39). De plus, lutilisation du MnTBAP, et non de lafifrin-a, a permis
d’améliorer la respiration mitochondriale dépendaahi complexe Il, suggérant ainsi que la
réduction du stress oxydant mitochondrial permetétigblir les fonctions mitochondriales, et
indique a nouveau que l'action de p53 se situevahde la dysfonction mitochondriale. Dans
notre modele, des mesures de production de supesoriitochondriaux lors d’un traitement

par Pifithrin<a ou MNTBAP pourraient permettre de répondre a apiéstion.

GSH

| ; 'GPX17I<
l ! p GSSG

Pifithrin-aa. — p53 A Y

H,O
p21 74 Mdm2 A
Sénescence

Figure n°39 : Proposition de modéle n°1.
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Enfin, nos différents résultats montrent que lédmaent par S1P, bien que permettant
la persistance de dommages de I'ADN résiduels silgges jours, n'a pas davantage
d’'impact sur I'apparition de la sénescence, nilgativation, ni sur I'ensemble des facteurs
moléculaires étudiés. En inhibant I'apoptose préadépendante de la voie du Céramide, la
S1P semble donc étre un bon candidat pour trateadiotoxicité aigué sans modifier la
radiotoxicité tardive. Ceci permet également detmaeatn évidence que si I'apoptose radio-
induite des cellules endothéliales est dépendamtia doie du Céramide et indépendante de
p53, p53 tient un réle majeur ultérieurement dansdnescence, dissociant ainsi les voies

d’apoptose et de sénescence apres irradiation.

Ainsi, nous avons pu déterminer que la sénescencadio-induite des cellules
endothéliales microvasculaires quiescentes impliquede facon originale, non pas la
persistance de la signalisation des dommages de DA, mais un stress oxydant
mitochondrial chronique et l'activité maintenue de p53. Nous avons aussi pu montrer

gu'un prétraitement a la S1P n’accentue pas ce phétype, ni les modulations

moléculaires qui y sont associéef,afargueet al, article soumik

Cependant, ici nous ne répondons pas a la quedé&oforigine du stress oxydant
mitochondrial persistant apres irradiation. De faguéressante, il a été montré récemment,
dans un modeéle cellulaire de carcinome pulmonague, I'induction du stress oxydant dans
différents compartiments provoque des devenirsile@les différents. Ainsi, le traitement par
H,O, exogene a forte dose provoque des dommages d&ll&Da mort cellulaire, tandis que
le traitement a dose moyenne ou linduction modél&®e, /H,O, spécifiquement a la
mitochondrie par inhibition du complexe Il (Antimipe A), provoque l'entrée en
sénescence, sans générer de dommages de I'ABiefiet al, 2013. Notre modele
concorde avec ce profil, mais le mécanisme degioe d'induction et du maintien du stress
oxydant mitochondrial reste a étre éclairci. OntEeypposer que la régulation de I'expression
de certains facteurs soit régie par des altérdtiongraintes génomiques nucléaires et/ou
mitochondriales, ou encore des altérations/contrainépigénomiques, initiées apres
lirradiation puis persistantes. De plus, le stregsgdant chronique induit par la suite pourrait

a son tour altérer I'ADN, et ainsi renforcer et ntanir ces altérations/contraintes.
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D’'une part, si l'irradiation entraine une premiémgue de dommages et de stress
oxydant, les mitochondries endommagées pourratemtrésponsables d’'une seconde vague
de stress oxydant chronique. Rappelons que leipest des complexede la chaine
respiratoire sont codées par le génome nuclédwa etitochondrial, et que l'irradiation peut
induire des altérations de 'ADN dans ces deux camipents. Un défaut d’activité des
complexes |, I, et Ill, apres irradiation, condaiun maintien d’'un stress oxydant et/ou une
altération du métabolisme pouvant perdurer dantergps, Pearceet al, 2001; Dayal et
al, 2009 ; Barjaktarovicet al, 2011; Azzamet al, 2012; Kam, Banati, 2018 Les cellules
p© dépourvue d’ADN mitochondrial et donc de chaiespiratoire compléte, sont plus
résistante au stress oxydant mais sont cependpables de produire davantage de SOD2,
dont la surexpression confére une radio-protecteoms de nombreux modeleBpperlyet al,
1998, 2002, 2008Parket al, en 2004 Kam, Banati, 2013 Il a été montré que la stimulation
de la génération de superoxide suite a une abérapécifigue de la chaine respiratoire
mitochondriale par traitement a la Roténone (irtbiloi du complexe 1) ou par Antimycine A
(inhiteur de complexe lll), provoque une augmentatde I'expression de p53, et une
sénescence dépendante de p53 dans des celluleslBlGB&hrendet al, 2005. Egalement,
rappelons que des altérations de I'expression Badivité des complexes |, II, 1ll, IV ont été
retrouvés dans certains modéiewitro etin vivo de sénescence endothéliale réplicatie) (
et al, 2003; Ungvari et al, 2008; Onouchiet al, 2012; Velardeet al, 2012; Koziel et al,
2013. Dans notre modele de sénescence endothélialmvagculaire radio-induite, nous
avons pu identifier une altération de la respiratigtochondriale liée a I'activité du complexe
Il. Cette dysfonction peut participer au stress daxt mitochondrial, ou en étre la

conséquence, et s'avere étre réversible en présému-oxydant MNTBAP.

D’autre part, le stress oxydant et la stabilisatitenp53 peuvent aussi étre liés a la
persistance d’'un dysfonctionnement des voies mitodhales pro/anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2, (Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak). p53 esbenu pour avoir un réle important dans leur
répression/activation. Il a été montré que la guession de Bcl-2 peut permettre de bloquer
'apoptose radio-induite des cellules endothéliadesamment en inhibant 'accumulation de
p53, Kumaret al, 2007. A contrarig il est donc possible gqu’une inhibition de I'exgs®n
de Bcl-2 favorise I'accumulation de p53. De plumppelons que Bcl-2 peut étre inhibé par
p53, et a des propriétés anti-oxydantes en localisa glutathion a la mitochondrie

(Zimmermanet al, 2007). Il a aussi été montré que la sous-expressioBae dans les
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cellules endothéliales macrovasculaires en sénesaéplicative est associée a un important
stress oxydant mitochondrialJiaokaet al, 2011). Nous avons pu observer le méme profil
dans notre modéle, sans pour autant établir un diezct avec le développement de la
sénescence. En effet, ni I'inhibition de I'activité p53 sous Pifithrir, ni le SOD-mimétique
MnTBAP, n’'ont permis de ré-augmenter I'expressian Bcl-2 bien que nous soyons en
mesure de réduire la sénescence. |l se peut tatgtee la Pifithrinet ou le MnTBAP
agissent a un niveau intermédiaire du mécanismeéaulaire de la sénescence endothéliale

radio-induite, et que Bcl-2 occupe un rdle altegfpati en amont dans la signalisation.

En somme, nous avons pu observer que si l'utibeatchronique d’agents
pharmacologiques Pifithrio- ou MNnTBAP, permet de réduire, au moins partielletnéa
sénescence endothéliale radio-induite, ils ne pieme pas de rétablir completement
'ensemble des modulations moléculaires observdeas de p53, Bcl-2, SOD2, et
potentiellement le SASP). Ces observations montaéots que la sénescence endothéliale
microvasculaire radio-induite repose sur plusieugsvots », dont p53 et le stress oxydant
mitochondrial, et qu’inhiber un d’entre eux sufiiréduire le phénotype. Cependant, dans la
mesure ou l'inhibition de la sénescence ne perrastde résoudre toutes les modulations
moléculaires, ceci souleve la question de l'origileeleur pérennité, et laisse aussi entrevoir

un autre niveau de régulation des modulations &&s®a la sénescence situé en amont.

Il est alors intéressant de noter que l'activatilenp53 sous irradiation peut adopter
différentes dynamiques, et donner lieu a un devesliulaire différent. Cette réponse peut
dépendre du stress inducteur et/ou du type cekulai/ou de son statut dans le cycle
cellulaire. Ceci pourrait notamment étre importazdncernant des cellules a faible
renouvellement : autrement dit, afin d’échappena instabilité génomique, on peut supposer
gu'une cellule qui peut étre renouvelée entrerapoptose, tandis qu'une cellule a faible
renouvelement, c’est le cas de I'endothélium, eaten sénescence afin, avant tout, de
préserver les fonctions vasculaires et l'intégdtétissu. Ce qui orientera I'activité de p53
dans un sens ou dans l'autre est ici a déterminer.

En ce sens, il a été montré que l'irradiation P&rB de MEF proficientes pour p53
entraine leur mort par apoptose, tandis que ldsleglexprimant une forme de p53 inactive
pour l'activation des voies d’apoptose, entrentsénescence. Ces cellules conservent leurs

capacités d’arrét de cycle et de réparation desywhuyes de 'ADN, Tavanaet al, 2010. Il a
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également été mis en évidence une différence amsépentre un traitement par inhibiteur de
Topoisomérase ou par irradiation dans certainggdig cellulaires de cancer du sein. Si les
deux induisent des dommages de I'ADN, seul le peenaist capable d’induire la mort
cellulaire, alors que le second induit la séneseebDans les deux cas, il y a activation de p53
et translocation de ce dernier a la mitochondrendles deux cas également, il y a activation
des protéines p21, Bax et Puma. L’'addition de p&Gvage lors d'un traitement par
irradiation permet d’induire I'apoptose. Ceci petrde conclure que la translocation de p53 a
la mitochondrie ne constitue pas en soit une aobivale la mort cellulaire. Cela permet aussi
de conclure que selon le stress inducteur, méntee gble est identique (ici, 'ADN), mais
aussi potentiellement selon le niveau ou le formda&xpression de p53, les réponses
cellulaires sont adaptées et difféerentéssfanret al, 2005.

Les travaux récents deurvis et coll, ont quant a eux montré que la dynamique
d’expression de p53 conditionne le devenir celtelgious un stress radio-induit. Si l'activité
de p53 est impliquée lors des devenirs transita@issque I'arrét de cycle et la réparation des
dommages de I'ADN, elle est aussi impliquée daagiEvenirs terminaux tels que I'apoptose
et la sénescence. Si l'activation sous une dynaeniguulsatile » de p53 (oscillation)
provoque l'activation des genes associés aux devdransitoires, l'activation sous une
dynamique « soutenue » de p53 provoque l'activaties génes associés aux devenirs
terminaux. De facon intéressante, dans ce modéB-(¥) sous irradiatiop, ni la dynamique
pulsée de p53 (1 irradiatiof, ni la dynamique soutenue de facon artificieller(adiationy +
traitement par Nutlin-3 contrdlé) n’'induisent I'gggose, contrairement a une irradiation UV,
qui provoque directement une dynamique soutenugs8emais des cibles différentes. Ceci
indiquant les différences d'impacts et de cible®rsde stress radio-induit,P(rvis et al,
2012. Ces données sont appuyées par des travaux préséuiontrant que lirradiatiop
permet une augmentation supérieure et plus prédedéexpression de p21 comparée aux
UV. Les deux formes d'irradiation n'ont pas de éifince dans la dégradation par le
protéasome, ou sur la qualité de liaison sur lenpteur de p21, ou de PUMA, une autre cible
de p53. En revanche, p53 est retenu plus longtsope promoteur de p21 sous irradiatjon
Ceci dépendant notamment d’'une augmentation detykdtion des histones H4 sur le
promoteur de p21 lors d’'une irradiatipn(Hill et al,2009.

Dans le cas de I'irradiation la dynamique pulsée de p53 favorise I'arrét deecgt la reprise
de la croissance, alors que la dynamique souteaueri$e l'entrée en sénescence. Par
exemple, 1 jour aprés irradiation a 2,5Gy, <10% des cellules seront sénescentes en

dynamique pulsée, contre ~50% pour la dynamiqudesae. De méme, 3 jours sont

152



These de Doctorat — Audrey Lafargue

néceéssaires lors d’'une dynamique pulsée alorsjquilest nécéssaire lors d’'une dynamique
soutenue, pour obtenir une sénescence équivalente 19Gy. Ainsi, la dynamique pulsée
requiert une dose supérieure pour I'entrée en sénes comparée a la dynamique soutenue,
indiquant que ce n’'est pas la quantité de dommagksts mais la dynamique de p53 qui
conditionne I'induction de la sénescence. Parwaslel’expression de p53 est plus importante
sous une dynamique soutenue que sous une dynamidgée, or, pour une méme quantité
d’expression de p53 dans chaque dynamique, la dgoanmsoutenue favorisera toujours
davantage et plus précocément ses cibles que Erdgoe pulsée, confirmant ici que c’est
bien le format de la dynamique qui importeyfviset al,2012, 201R

En ce sens, selon les modéles cellulaires, la sénes radio-induite dépendante de
'expression de p53 pourrait dépendre soit du mgssdiune dynamique pulsée a une
dynamique soutenue, soit d’'une dynamique pulsémmpue durée en fonction de la dose,
(r'augmentation de la dose ne modifiant ni la frégee, ni 'amplitude des pulsations), que
nous pourrions définir sustained-likes. Dans les deux cas, elles permettraient
'accumulation de cibles nécessaires a 'arrétéarescence telles que p21.

Cependant, 'évenement en amont permettant ce chaxpression de p53 reste a déterminer.
Il pourrait s’agir d’'une persistance de dommage$Ai2N, ou encore d’'une modification de
la «qualité » des dommages ou du génome globateni2m telles altérations sont
susceptibles de provenir d’'une réorganisation dehl@matine suite a des modifications
épigénomiques maintenues au long cours.

L’hypothése des modifications épigénomiques esrassante dans notre modéle dans
la mesure ou, contrairement aux travaux Rlevis et coll, nous sommes a des temps
expérimentaux tres tardifs et ou nous ne déteqpassde persistance de la signalisation des
dommages de I'ADN. Ici, les deux formes, le maimtde pulsations de I'expression de p53
ou la contraction d'une dynamique soutenue, peudatenvisagées. Leur induction pourrait
éventuellement dépendre de l'irradiation elle-méheée son effet direct sur la chromatine,
et/ou du stress oxydant mitochondrial subséquergigtent qui peut a son tour agir sur
'équilibre de la chromatine. De plus, il est aarotue si ce mécanisme d’induction est
valable pour p53, il est tout autant enviseagable p’autres facteurs modulés au cours de la
sénescence radio-induite. Il serait alors intérdgsda questionner la dynamique d’expression

des facteurs susceptibles d’étre responsables thtiemadu stress oxydant mitochondrial.

Par ailleurs, I'hnypothese de la persistance deraomés epigénomiques est appuyée

par le fait que lirradiation induit des modificatis de l'organisation de la chromatine
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pouvant perdurer dans le temps, notamment parageation de I'acétylation des histones et
une régulation de la méthylation des histones étAd@N. Les mécanismes exacts n'ont pas
été encore clairement étudiés. Il apparait globatngu’apres irradiation, I'ADN est
hypométhylé, (potentiellement via une réductionl'dgpression des méthyltransférase de
’ADN), ce qui est en faveur d’'une relaxation declromatine. Concernant les histones, ils
apparaissent globalement hypométhylés et acétgégjui est en faveur d’'une relaxation,
hormis sur les sites de cassures ou, a I'inverygea une méthylation et une désacétylation, en
faveur d'une condensation|infytskyy et al, 2011). Cependant peu de données existent
concernant les relations entre modifications émtj§gones radio-induites et sénescence radio-
induite chez les cellules endothéliales en paitcul

Ce type de modifications de I'organisation de leoatatine est observé au cours de la
sénescence cellulaire, et semble dépendre du md@dlele. Il apparait une redistribution de
I’hétérochromatine, comprenant une réduction gl I'hétérochromatine, en faveur d’'une
relaxation, mais aussi cependant la relocalisat®hhétérochromatine, notamment au niveau
des SAHF sur des sites spécifiques dont les sipsrdiants d’E2FNaritaet al, 2003, 2007,
Tsurumi, Li, 2011; Rai, Adams, 2011 De plus, si les dommages de I'’ADN persistants on
été montrés pour étre accumulés au cours du sgalinent et au cours de la sénescence radio-
induite, Rodieret al, 2009, 201}, il a récemment été mis en avant dans un modele d
cellules souches de follicule capillaire, que lasptance de foyers positifs pour 53BP1 lors
du vieillissement ou aprés irradiation, ne sontisdae cas, pas des foyers persistants de
dommages de 'ADN a proprement parler, mais repiése en fait des foyers persistants
d’hétérochromatine suite a une réorganisation @ddenatine, $huler, Rube, 2033

Il est & noter que le stress oxydant est susceptiel modifier I'organisation de la
chromatine notamment via la régulation de I'expegactivité des facteurs d’acétylation et
de méthylation, \(Veitzmanet al, 1994; Rahmanet al, 2009. Ces modifications sont aussi
retrouvéesdn vivo au sein de pathologies impliguant le stress oxyd#omt des pathologies
vasculaires. Le stress oxydant, s'il favorise alessidommages de I'ADN et I'apparition de
foyers, favorise aussi la relaxation de la chrongaét I'expression de certains genes, dont en
particulier I'expression de facteurs liés a la mgm inflammatoire chroniquelRéxhajet al,
2011; Sundaret al,2012; Fenget al,2012.

Une étude récente a par ailleurs montré sur un laatie fibroblastes sénescents un
profil conditionnel des modifications épigenétiqeeton le géne. Dans cette étude, 'ADN est
globalement hypoacétylé et méthylé, ce qui esplem faveur d’'une condensation, sauf sur

certains genes tels que Bcl-2, qui est surexpriares deur cas, et confere aux cellules une
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résistance a I'apoptose induite sous une forte dv$£0,, (Sanderst al,2013. Il a aussi été
montré que des fibroblastes sénescents apresatmli@u apres stress oxydant paOb ont
une expression augmentée de p66shc, un facteuoxydant ciblant la mitochondrie et
pouvant étre régulé par p53. L’analyse épigénétiqaetre que ’ADN du promoteur du géne
de p66shc est hypométhylé, et que les histonesramqteur et du gene sont acétylés et
hypométhylés. Les sites modifiés ne sont pas einient identiques selon le format de
sénescence mais conduisent tous deux a une relatune expression du gene maintenue
dans le temps, pouvant ainsi contribuer au maintiem stress oxydant mitochondrial,
(Zhanget al, 2010. De plus, l'acétylation de la chromatine soussgroxydant ou l'inhibition
d’HDAC par Trichostatine A seule peut engendrer usirexpression de facteurs
inflammatoires tels que I'lL-8, Rahmanet al, 2002, 2004). Ceci pouvant expliquer la
contraction du SASP. De facon intéressante, il @ménent été observé que linhibition
d’'HDAC (par Trichostatine A, Butyrate de Sodium)opoque un remodelage de la
chromatine induisant la sénescence cellulaire serade de cassures de 'ADNP|4ceet al,
2005; Pospeloveet al, 2009, ainsi que I'induction de certains facteurs duSPA Pazzoliet

al, 2012.

Les altérations épigénomiques sont retrouvées arts @e pathologies vasculaires et
de la sénescence endothéliale induites par unssteeglant chronique. En effet, de fagon
intéressante, il a été décrit a de multiples reprisine restriction de SIRT1 (HDAC
dépendante du NADJwanget al, 2013, lors de la sénescence endothéliale réplicatilere
de la sénescence endothéliale accélérée sousatromdou stress oxydaniDaet al, 2007;
Panganibaret al, 2013. La surexpression de SIRT1, prévient la sénescemciothéliale
induite par HO,, (Otaet al,2007. SIRT1 est réduiin vivo au sein des vaisseaux ageés et des
vaisseaux athérosclérotiques. Un traitement pawvdRasol, qui active SIRT1 et est anti-
oxydant, permet de réduire la sénescence enddéhébas stress oxydanDia et al, 2007,
2010; Kao et al, 2010; Tanget al, 2019, et permet aussi de réduire la sénescence radio-
induite dans d’autres modéles cellulairé$orfg et al, 2012. Egalement, le Resveratrol, et le
Ex527, qui est spécifique de SIRT1, permettentéthiire des lésions radio-induites de la
moelle osseuse a moyen/long ternaanget al,2013. La sénescence induite par traitement
hyperglycémique sur des cellules endothéliales owasculaires est associée a un stress
oxydant, mais aussi a une réduction de I'expresd®rSIRT1 et a une augmentation de
'expression de 'HAT p300. Le traitement par Raswl ou par inhibition de p300 permet

de rétablir ces parametres, et de réduire la sénescl/ortuzaet al,2013.
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Par ailleurs, SIRT1 est connu pour avoir un réleddsacétylation et d’inactivation de la
protéine p53,l(uo et al, 2001). En réciproque, p53 actif est capable de régudgativement
'expression de SIRT1,Nemoto et al, 2009. SIRT1 favorise la longévité, et les souris
déficientes pour SIRT1 présentent des défauts deelagpement et présentent une
hyperacétylation de p53. L'utilisation de Trichdsta A augmente également I'acétylation de
p53. Les thymocytes de ces souris montrent unerbgpsibilité aux radiationsChenget al,
2003. Egalement, lirradiation UV de fibroblastes derche est associée a une augmentation
de MMP1 participant au photo-vieillissement de &ap. Ces fibroblastes irradiés montrent
aussi une activation de p53, une augmentationadétlylation des histones H3, une réduction
globale de l'activité HDAC, et une augmentationbgle de l'activité HAT. L'utilisation
d’Acide Anacardique (inhibiteur d’'HAT) reverse I'semble de ces paramétres, ainsi que
'expression de MMPL1, en réduisant la présenceS®e gee p300, et de H3 acétylés au niveau
du promoteur de MMP1K{m et al, 2009.

Par conséquent, dans notre modele, I'ensemble sielservations indiquent que la
sénescence endothéliale microvasculaire induitergatiation pourrait étre conditionnée par
une modification de I'organisation de la chromatataun stress oxydant, contribuant ainsi a
maintenir ou réprimer certains facteurs comme pb8st possible aussi qu’au moment de
l'irradiation des cellules endothéliales microvdames non proliférantes, I'activation de p53
lors de la signalisation des dommages de I'ADN,uisel une répression de facteurs de
déacétylation comme SIRTL1. Ce type de régulatianmmad ensuite favoriser un maintien des
modifications de la chromatine et favoriser I'exgsien de facteurs de réponse au stress dont
les facteurs pro-inflammatoires et les facteurs éé stress oxydant mitochondrial. De plus,
dans la mesure ou le développement de la séneseshessocié a l'installation d’'un stress
oxydant mitochondrial chronique, ce stress oxygeit agir a son tour sur le maintien des
modifications de I'organisation de la chromatinedes signaux de stress, et provoquer ainsi
un maintien a long terme des modulations d’expoesges facteurs clés de la sénescence.

Ainsi, on peut favorablement supposer que notre phmbtype de sénescence
endothéliale microvasculaire radio-induite soit régpar une altération cellulaire globale
persistante. Un remodelage de la chromatine nucléai et/ou une altération
mitochondriale, contribuant au dysfonctionnement etau stress oxydant mitochondrial

subséquent, pourraient en étre le siege, et pouret s’auto-entretenir, (Figure n°40).
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Figure n°40 : Proposition de modele n°2.

Les prochaines recherches devront donc étre oeentians ce sens : analyser
'acétylation et la méthylation globale de la chaime ou spécifiquement sur les génes des
cibles d'intérét ; analyser l'expression et l'adtiv des HAT, des HDAC, des
meéthyltransférases, et des démeéthylases ; étualiprésence de dommages sur le génome
mitochondrial. L'importance de chacun de ces patesedans notre modéle pourra étre
mesurée via, par exemple, l'utilisation de traitatsechroniques d’Acide Anacardique,
(inhibiteur d’HAT), de Trichostatine A (inhibiteud’HDAC), de Resveratrol (polyphénol
activateur de SIRT1), de Roténone (inhibiteur dumglexe 1), de TTFA (pour
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Thenoyltrifluoroacetone, inhibiteur du complexe, IDu d’Antimycine A, (inhibiteur du
complexe lll). Sous ces divers traitements, les umess quantitatives de sénescence, de
production de superoxides mitochondriaux, de rasipm mitochondriale, et d’expression
protéigue notamment de p53, p21, SOD2 et Bcl-2nptront de savoir si ces parametres
sont effectivement dérégulés de facon chroniques’ilst sont effectivement a l'origine de
I'arrét en sénescence et des caractéres assogeisntent, il est intéressant de passer par des
traitements exogenes dans la mesure ou il s'agdrnae, de cibler pharmacologiqguement la

sénescence endothéliale microvasculaire radiodediises effets vivo.

Sur le plan physiologique, si la sénescence entialia@st un fait avérién vitro etin
vivo, Iimpact sur les tissus de la sénescence endafiémicrovasculaire radio-induite
précisément reste difficile a confirmigr vivo, en partie du fait d’'un contréle difficile de la
chronologie d’apparition des lésions tardives.

Certains résultats ont montré que la sénescenge-iratlite des HUVEC favorise
'adhésion des EPC, pouvant ainsi potentiellemevoiiser le homing des EPC et la
néovascularisation, Sgermsathanasawadiet al, 2009. Les cellules endothéliales
microvasculaires irradiées présentent égalemerphdémotype sécrétoire pro-inflammatoire
(SASP) maintenu a long termeJr(gvari et al, 2013, observation que nous avons pu
€galement constater et associer a une perte addésion inter-cellulaire et une augmentation
de la perméabilité de la monocouche endothéliale.

L’ensemble de ces dysfonctions pourrait donc pagidn vivo a la contraction de

Iésions tissulaires tardives apres radiothérapie.

Afin de pouvoir conclure quant a l'impact direct ¢tk sénescence endothéliale
microvasculaire radio-induite sur les effets seemms tardifs de la radiothérapie, les facteurs
moléculaires clés mis en évidenae vitro doivent étre recherchés dans des modeles
caractéristiques vivo. En particulier, deux modeles de pathologies radliloiites tardives,
ou la réponse du réseau microvasculaire tient lenindportant, peuvent étre proposeées : la
fibrose intestinale et la fibrose pulmonaire. Efegfle traitement par radiothérapie des
tumeurs abdomino-pelviennes est limitée par la ddSkévrée a lintestin et les effets
secondaires induits, qui sont en partie caractgrigar des dommages sur le réseau

microvasculaire. De méme, lirradiation des tumethisraciques est limitée par la dose
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délivréee aux tissus pulmonaires et cardiovascidaakentours, Stewartet al, 2019. La
fibrose intestinale chez une souris irradiée eno-légional sur une anse intestinale
extériorisée par chirurgie, se marque des 14 jpost-irradiation a 19GyAbderrahmanket

al, 2009. La fibrose pulmonaire chez la souris s’étudiega@d 20 jours suite a une irradiation
thoracique a 20Gy avec une protection de la téiecall, et de la zone sous-diaphragme,
(Epperlyet al, 1999, 2004

Les zones de fibrose et les lésions tissulairessiimales sont détectées par analyse
histologique via coloration Hematoxyline/Eosine @loration au rouge Sirius ou au
Trichrome de Masson, (marquage des zones fibratjqdent notamment les fibres de
collagene).

Si le contrdle de la chronologie des événementarespremiére difficulté majeune vivo, le
contrble de la localisation de l'irradiation en ase seconde. Classiquement, Iirradiation du
petit animal est effectuée sur corps entier, ser pertie du corps a l'aide de protections par
lames de plomb, ou encore, sur un organe mis agjo@s chirurgie, comme exposé ci-avant
avec l'anse intestinale du gréle. Autant de prasqgui peuvent potentiellement conférer un
biais dans l'interprétation des résultats car élégydes procédés medicaux, ou, car imposant
un risque important dans la survie et I'état daéae I'animal, notamment dans le cas de la
chirurgie. Pour palier a ces contraintes, de nouwesccélérateurs ont été mis au point au
cours de ces dernieres années. Depuis peu, nbiveataire s’est équipé d’un irradiateur
dédié au petit animal, le X-Rad (Model XRad225Credision X-Ray Inc. North Branford
CT). A limage d'un irradiateur conventionnel dédw@x patients, cet équipement permet
d’améliorer la balistique d'irradiation en utiligades faisceaux pouvant cibler une zone de
minimum 1mm (2,5mm pour I'’X-Rad de Nantes) de diameé maximum 10cm de coté pour
un faisceau carré. Il permet également un confpééeis de la zone d'irradiation a l'aide
d’'une assistance par scanner. L'intensité et la dbsradiation est mieux contrélée et se
rapproche davantage de celle des irradiateurs m@di€Ce type d’irradiateur permet ainsi de
délimiter précisément la zone d’irradiation et évia lourde étape de la chirurgie pré-
irradiation. Il serait donc tres intéressant disétion, notamment dans le cas d'une fibrose
radique pulmonaire ou il permettrait par exemplecitder un lobe pulmonaire sur les deux,
voire une portion de lobe. Le second lobe pouvastaors potentiellement utilisé comme un
contréle interne si exclu du champ d’irradiationngl, nous pourrions observer I'évolution de
la fibrose au cours du temps depuis le foyer diiadon, mais aussi voir s'il y a une étendue
vers les zones moins exposées voire non-exposeéeas.pdurrions alors mesurer également la

sénescence cellulaire au sein de la fibrose etétia présence de sénescence endothéliale.
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La détection de la sénescence endothéliale peutise notamment par double
marquage histologique CD31 et p21, en associationam avec un marquage de la BA-
Galactosidase. Cependant, ces marquages sur tissntige ne sont pas toujours
suffisamment fins pour discriminer les sous-striggutissulaires. Ainsi, l'utilisation de
nouveaux modeéles murins en cours de mise au paintepgroupe de Campisi peuvent
permettre d’améliorer le procédé. La caractéristigie ces modeles transgéniques est de
posséder un promoteur de p21 ou pl6 associé auaemothrome permettant ainsi de
distinguer, a long terme post-irradiation, les wled en sénescence. Un couplage avec un
promoteur spécifique du type cellulaire peut égalenétre effectué, notamment via le CD31
pour détecter les cellules endothéliales sous conskfluorochrome. Seulement, les protéines
p21 et pl6 ne sont bien entendu pas induites qeoams de la sénescence et sont aussi
induites notamment au cours d’'un arrét de cycledmant une mort cellulaire. Les souris
auront alors également ce type de promoteur av€aspase 3 afin de distinguer les cellules
en voie de mort, des cellules sénescentes. Ainslidation de ce type de modéle permettra
un meilleur suivi chronologique de la sénescencenet meilleure discrimination inter-type
cellulaire. Ce modele pourrait par ailleurs étiésdt afin de valider les effets radioprotecteurs
aigus de la S1P, de confirmer la dissociation elgrenécanisme de mort cellulaire et la
sénescence radio-induite des microvaisseaux, ebmfmer I'absence d’effets a long terme
de la S1P sur la radiotoxicité tardive.

Aussi, ce modele permettrait de validlevivo les voies moléculaires impliquées dans
la sénescence endothéliale microvasculaire radioii® par marquage avec les cibles
d’intéréts déterminées (ou suggéréasyitro (p53, SOD2, complexe Il mitochondrial, Bcl-2,
HDAC, HAT...). Il permettrait également de voir I'irapt de leur restriction/activation forcée
sur le niveau de sénescence et/ou sur les |ésamtis-induites tardives. Il serait possible
d’utiliser un syteme Cre-Lox afin de faire expriner réprimer, de facon inductible post-
irradiation puis chronique, une de ces cibles wemgent dans les cellules endothéliales ; par
exemple, par I'expression de la Cre-recombinases saudépendance d’'un promoteur de
CD31 inductible par un agent exogéne administrémaction ou voie orale. En effet, il est
préférable de ne pas passer par des souris clagsf@ulans la mesure ou il s’agit pour la
plupart de cibles essentielles au bon développerdentorganisme, ou encore qui sont
néceéssaires lors de la réponse aigué aux rayonmteimarsants. Il s’agit aussi de contrdler le
niveau de restriction/activation de ces cibles afnretomber & un niveau basal, et d’éviter
une extinction totale ou une surexpression tropon@mte, qui pourraient étre néfastes, (cas

de p53 par exemple). En ce sens, il serait intanésde voir si une régulation d’'un des

160



These de Doctorat — Audrey Lafargue

facteurs clé de la sénescence est spécifique aeevaisseaux, et si sa régulatiom/off hors
irradiation suffit a engendrer la sénescence etds®ns tissulaires tels qu'observés aprés
irradiation. S'il est peu probable que seule laeséance microvasculaire suffit a provoquer
completement une lésion de type radio-induite,ecetmarche peut néanmoins permettre
d’identifier a quelle phase et sur quels paramétteprocessus de développement de la Iésion
joue la sénescence microvasculaire. Enfin, destagdrarmacologiques d’intérét pourraient
alors étre développés et utilisés chroniguemens d@anmodelen vivo afin de bloquer la
sénescence endothéliale radio-induite, et par cesg, I'apparition de lésions radio-induites

tardives.

Pour conclure, nous avons établi un modele cetkulde sénescence endothéliale
microvasculaire radioinduite, reflétant ainsi I'iegt de lirradiation sur le compartiment
endothélial résidant au sein des tissus sains égpagx rayonnements ionisants lors de la
radiothérapie. Nous avons alors mesuré I'impacttionnel qui en résulte et décrit les voies
moléculaires d’intérét modulées dans notre modeée @u sans pré-traitement par S1P. En
particulier, nous avons pu mettre en avant lesréliés du stress oxydant mitochondrial et de
l'activité de p53. Les altérations cellulaireses mécanismes moléculaires a I'origine de cette
sénescence demandent encore a étre approfondiamment dans la recherche de
modifications génomiques et/ou épigénomiques gardiss. Ces résultats vont dans le sens
d'un effet délétére chronique de la sénescence tie@litle sur le microenvironnement
adjacent et doivent étre validés vivo. Ces travaux sont une premiere étape dans le
développement de traitement contre les effets iraldes tardifs de la radiothérapie
dépendants de I'endothélium. Nous espérons, pasulge, pouvoir utiliser la S1P en
association avec un agent pharmacologique, digére un des acteurs définis au cours de
cette thése et ciblant la sénescence endothébale-induite, afin de prévenir les effets

secondaires aussi bien aigus que tardifs au ceuls rddiothérapie.

*kk
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ANNEXES

Annexe n°l: Abstract communication orale pour le Biology of lonizing Radiation,
Workshop », Berder, France, 2010.

Mechanisms of Radio-Induced Endothelial Cell Senesace.

A. Lafargue, S. Supiot, MH. Gaugler, F. ParisINSERM U892, CRCNA, Université de
Nantes, 8 quai Moncousu, 44000, Nantes, France.

Dysfunctions of the endothelium are clearly invalvie early and late pathologies
induced by radiotherapy [1]. Senescence, one ofalternative becoming of cells after
radiation, is defined by cell cycle blockage andoaby an increase of metabolic activity.
Senescence presents therapeutic benefits by layvér@ntumor progression and drawbacks by
inducing vascular dysfunctions. Molecular pathwayducing radiation-induced senescence
remain unclear, but may involve the generationeaictive oxygen species and the induction
of DNA damage.

Previously, our team describes a differential ehelicdl death response in function of
the dividing cell status. Proliferating cells diafter exposure to ionizing radiation through
either a Ceramide generation-induced premitotiqgis or a DNA damage-induced mitotic
death. Non-dividing cells keep the ability to ¢he the ceramide-induced apoptosis, but not
mitotic death. In fact, sphingosine-1-Phophate,binbr of ceramide-dependent signaling
pathway, blocks death of quiescent, but not pnaifag endothelial cells [2]. However,
consequences of DNA damage and their potentias relmain to be clarified.

In consequence, our hypothesis is that remainingAddBmage provokes radio-
induced senescence on quiescent endothelial edlish comprise the vascular functions in
healthy tissues. This hypothesis will be verifigdumderlining X-rays-induced senesceite
vitro (HUVEC & HMVEC-L) andin vivo (mouse & patient) on quiescent endothelial cells
using Senescence-associafealactosidase stainingNext, involvement of ceramide and
DNA-repair pathways in senescence progressionbsikkxplored.
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Annexe n°2 :Abstract communication par affiche pauta Journée annuelle de I'Ecole

Doctorale Biologie-Santé de Nantes-Angers », Andaence, 2012.

Etude mécanistique & fonctionnelle de la sénescenceadioinduite des cellules
endothéliales microvasculaires, impact de la Sphingine-1-Phosphate.

A. Lafargue*, MH. Gaugler, F. Paris — Université Nantes ; INSERM U892, CRCNA. IRT1,
Equipe « Radiobiologie & Ciblage de I'endothéliugrNantes, France.

Bien que les dysfonctions endothéliales soientraedaent associées a la toxicité
radioinduite, I'implication de la sénescence endlitiie, caractérisée par une morphologie
élargie et par un phénotype sécrétoire, reste rafihid. Mon projet consiste a définir la
sénescence endothéliale microvasculaire radioieddécrypter ses mécanismes moléculaires,
et déterminer I'impact fonctionnel. Ainsi, notre dede in vitro présente une sénescence
dépendante de la dose d’irradiation et du tempicéée a un phénotype inflammatoire, une
dysfonction des jonctions cellulaires, et une augiateon de la perméabilité cellulaire. Ces
caractéristiques peuvent expliquer l'apparitionffédts secondaires radioinduits tardifs. De
plus, nous montrons de fagcon originale I'implicatide voies moléculaires liées au stress
oxydant, a la signalisation mitochondriale, aingiuge indépendance des voies de réponses
aux dommages de I'ADN. L’implication directe de cesteurs dans la sénescence sera
confirmée prochainement a l'aide d’inhibiteurs phacologiques et d'une approche par
shRNA Enfin, ces résultats seront validds/ivo sur un modele d’effet secondaire radioinduit
tardif : la fibrose intestinale radioinduite. Pdteaurs, nos résultats montrent que le traitement
par Sphingosine-1-Phosphate, (qui inhibe I'apoptsdothéliale radioinduite dépendante de
la voie du Céramide, et permet ainsi de freineraldiotoxicité aigue), n'a pas d’avantage
d’'impact sur I'apparition de la sénescence, nilgativation, ni sur I'ensemble des facteurs
moléculaires étudiés. Ainsi, I'utilisation de &S en combinaison avec un inhibiteur de la
sénescence endothéliale pourrait potentiellememhgtére de freiner la radiotoxicité aigue

ainsi que la radiotoxicité tardive.

190



These de Doctorat — Audrey Lafargue

Annexe n°3 :Abstract communication orale powyrLa journée mondiale contre le cancer »,
pour La Ligue Contre le Cancer, Nantes, France,201

Vulgarisation scientifique pour le grand public,rpaipation au dossier de presse.

Thématique de Recherche de I'équipe Radiobiologie & Ciblage de I'endothélium »

Aujourd’hui, la radiothérapie est un traitementi-aaincéreux de référence, utilisant
les rayonnements ionisants pour détruire les eslublmorales. Si l'efficacité de cette
approche n’est plus a démontrer, elle présentenné@as des limites liées aux effets toxiques
gu’elle provoque sur les tissus non-cancéreux. Aargaer le bénéfice anti-tumoral de la
radiothérapie en limitant au maximum la toxicité s organes sains est le challenge de la
recherche menée au sein de 'Equipe « Radiobel&gCiblage de I'endothélium ». Nous
nous intéressons particulierement aux cellules thétiales, constituant majeur de la paroi
interne des vaisseaux sanguins, et dont la paatioip a la réponse aux radiations des tissus
tumoraux mais aussi des tissus sains est désowoaisue. Notre équipe regroupe des
chercheurs en radiobiologie fondamentale et enniegé des anticorps, des physiciens
meédicaux et des médecins radiothérapeutes quilteantaa decrypter précisement le rble des
cellules endothéliales lors de la radiothérapieteAne, nous espérons pouvoir offrir aux
patients de nouveaux protocoles de radiothéragiecas a des molécules pharmacologiques
ciblant les cellules endothéliales et améliorala fois I'éradication tumorale et la protection
des tissus sains. Ce projet, développé dans le€datRecherche en Cancérologie Nantes-
Angers Inserm UMR892, est effectué en partenaviat #iinstitut de Cancérologie de I'Ouest
(ICO René Gauducheau).

Projet de these d’Audrey Lafargue.

« Etude mécanistigue & fonctionnelle de la sénescenradioinduite des cellules

endothéliales microvasculaires, Impact de la Sphisine-1-Phosphate »

Les effets secondaires tardifs de la radiothérapigles tissus sains sont caractérisés
par des lésions tissulaires établies plusieurs/armges apres traitement. Ils surviennent chez
un nombre considérable (5 a 10%) de patients $raigé radiothérapie et sont difficilement
prévisibles. Dans le meilleur des cas, ils conduiseune altération de la qualité de vie, au
pire, le pronostic vital peut étre engagé. Compmerids mécanismes d’apparition de ces
effets secondaires tardifs sur les tissus normédux de pouvoir les limiter permettrait
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d’améliorer les protocoles de radiothérapie. Laeséaence est un état cellulaire particulier
connu pour étre induit par les radiations, et estaactérisé par une incapacité de
multiplication, une morphologie cellulaire élargiet une production de molécules
inflammatoires. Notre hypothese de travail est lgusénescence des cellules endothéliales
composant les vaisseaux sanguins présents datissies sains, joue un réle important dans
'apparition des effets secondaires tardifs ap@diothérapie. Nous avons développé au
laboratoire un modele de sénesceimceitro des cellules endothéliales apres irradiation aux
rayons X. Nous avons alors montré que les radiatioduisent une sénescence endothéliale,
accompagnée d'une perturbation des fonctions egtialihs pouvant étre a l'origine de
l'apparition d’effets secondaires tardifs. Nous rchens désormais a comprendre le
mécanisme moléculaire impliqué dans l'apparition ldesénescence endothéliale. Nos
résultats mettent a jour un mécanisme moléculaniginal, actuellement en cours de
validation, qui pourrait devenir la cible de mollesu thérapeutigues a visée « anti-
sénescence », afin de bloquer I'apparition d’effe¢sondaires tardifs des traitements de
radiothérapie.
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Annexe n°4 : Abstract communication par affiche pour te 40th annual meeting of the

European Radiation Research Society », Dublinniliey 2013.

IRRADIATION-INDUCED MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELL
SENESCENCE IS UNDER THE CONTROL OF P53 AND MITOCHONDRIAL
DYSFUNCTION

A. Lafargué, MH. Gauglef, C. Pecquelr F. Paris

Université de Nantes, INSERM U892, Centre de Rebleen Cancérologie Nantes-Angers,
Institut de Recherche en Santé 1, 8 quai Moncal#d)7, Nantes, France.
audrey.lafargue@inserm.fr

Early and late toxicities of irradiated peritumonalrmal tissues limit the enhancement
of the dose of radiotherapy. Radiation-induced @sumtall intestine necrosis involves a rapid
endothelial cell apoptosis before epithelial celath (Pariet al, 2001). Endothelial cell death
is under control of the proapoptotic sphingolipidctor ceramide and its prosurvival
metabolite S1P (Bonnauet al, 2007). In fact, S1P treatment blocks intestinatrosis
through the inhibition of quiescent microvasculandethelial cell death, despite the
persistence of some DNA double-strand breaks feys @dter irradiation (Bonnaudt al,
2010). The persistence of DNA damage sensor ATM #sdeffectors in irradiated
proliferating fibroblasts is proposed to regulagd senescence (Rodiet al, 2009, 2011),
biological process appearing during late radiatrahiced tissue dysfunction (Wargj al,
2006).

Most of the studies on senescence are reported rolifepating cells, whereas
endothelial cells are not dividing in most of notrisasues. Our objective was to investigate
radiation-induced endothelial cell senescence ang-term effects of radioprotector S1P.

Our results show that senescence demonstrated bf}-G#&actosidase and p21
expressions of quiescent primary human microvas¢illdVEC-L endothelial cells occurs in
radiation dose and time dependant manner. Senes¢emassociated with high secretion of
IL-8, characteristic of an inflammatory phenotypend dysfunction of the endothelial
monolayer permeability. S1P radioprotector treatmeducing DNA damage persistence
does not interfere on the genesis of endothelithlsemescence and its related dysfunctions.
The non involvement of DNA damage in senescenceceairmed by lack of late activation
of DNA damage effectors and absence of senesceradulation by ATM inhibitor.
Molecular pathway driving radiation-induced seneseewas deciphered by western blot

showing a p53 over-expression, and a modulatioBal?2 family members including Bcl2,
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Bcl-xL and Bax, in relationship with mitochondrialysfunctions and superoxide anion
release. MNTBAP, a SOD2 mimetic, N-acetylcysteineactive oxygen species scavenger, or
pifithrin-a, a p53 inhibitor, prevents radiation-induced seaese. Better characterization and
ordering of the molecular cascade will permit thevelopment of new strategies to limit

endothelial senescence and late tissue toxicity.
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Annexe n°5 :Article en collaborationQliver Lisa et al, 2012

Réponse liée a la différenciation des cellules sdwgs mésenchymales humaines suite aux
cassures de 'ADN
Differentiation Related Response to DNA Breaks iurdan Mesenchymal Stem Cells

Lisa Oliver?® Erika Hué? Quentin Sér”* Audrey Lafarguk? Claire PecqueUltf,
Frangois Paris™*& Frangois M. Vallett&**

'CRCNA - INSERM UMR 892 - CNRS UMR 6299, Nantes F@#@France?Faculté de Médecine, Université
de Nantes, Nantes F44007 Frant@entre Hospitalier-Universitaire (CHU) de Nantesinkés F44007 France;
“Institut de Cancérologie de I'Ouest — René Gaudaich8t Herblain

Mots-clés :Irradiation ; Réparation de 'ADN yH2AX ; cellules souches mésenchymales.

La différenciation des cellules souches mésenchggndlumainesin vitro est
accompagnée par une augmentation de la sensiiligpoptose. Cependant, le mécanisme
responsable de ce changement est inconnu. Cdeartantre que la réparation des cassures
double-brin de I'ADN est plus rapide dans les deBu souches mésenchymales
indifférenciées que dans les ostéoblastes diffésnaeci étant mesuré par le décroissement
du nombre de foyergH2AX nucléaires apres induction de dommages de NAPpar
irradiation. De plus, ces cellules présentent ungnmeentation marquée et prolongée de
'expression nucléaire de Ku70 et de la phosphtiojade DNA-PKcs. Egalement, les
cellules présentent une augmentation de la phoglation d’ATM. Ceci suggére donc que
la réparation des dommages de I'ADN apres irramhiatidans les cellules souches
mésenchymales humaines passe par une jonctioxtiémaés non-homologue (NHEJ).
Cependant, lorsque les cellules souches mésenchymlalmaines sont induites a
différenciées suivant une voie ostéogénique ouagdipique, lirradiation cause une mort
cellulaire rapide et importante, principalement @ptque. Ceci est en contraste avec les
cellules souches mésenchymales humaines indifi@enqui sont hautement résistantes aux
dommages de I’ADN induits par irradiation et/ou B¢mozolomide. De plus, ces derniéres
survivent a 95%. Ces travaux suggerent que l'apseptt la réparation des dommages de
’ADN sont des mécanismes majeurs de protectiors darcontrole de la différenciation des

cellules souches mésenchymales humaines aprés dmsme ’ADN.
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STEM CELLS®
TISSUE-SPECIFIC STEM CELLS

Differentiation Related Response to DNA Breaks in Human
Mesenchymal Stem Cells

Lisa Oliver'™”, Erika Hue'*, Quentin Séry'*", Audrey Lafargue', Claire Pecqueur'”, Frangois
Paris'** & Frangois M. Vallete'**.

'CRONA - INSERM UMR 892 - CNRS UMR 6299, Nantes F44007 France; “Faculté de Médecine, Université de
Nantes, Nantes F44007 France; *Centre Hospitalier-Universitaire (CHU) de Nantes, Nantes F44007 France; “Instinut de
Cancérologie de 1"Ouest - René Gauducheau, St Herblain

Key words. iuradiation « DNA repair » @-HZ AX » Mesenchymal stem cells

Abbreviations: DNA damage repair: DDR; DNA double strand breaks: DSBs; Hematopoietic stem
cells: HSCs; histone 2A: H2AX; Homologous recombination: HR; Human mesenchymal stem
cells: hMSCs; Non-homologous end joining: NHEI: single strand DNA: ssDNA: Temozolomide:

TMZ.

ABSTRACT

We have recently shown that the in vitro
differentiation of human mesenchymal stem cells
(bMSCs) was accompanied by an increased
semsitivity  toward apoptosis:  however. the
mechanism responsible for this shift is not known.
Here, we show that the repair of DNA double-strand
breaks (DSBs) was more rapid in undifferentiated
hMSCs than in differentiated osteoblasts by
quantification of the disappearance y-H2AX foci in
the nuclei after y-irvadiation-induced DNA damage.
In addition, there was a marked amd prolonged
increase in rhe level of nuclear Ku70 and an
increased phosphorvlation of DNA-PKes. This was
accompanied by am augmentation in the

phosphorvlation of ATM in hMSCs post-irradiation
suggesting the NHEJ repair mechanism. However,
when hMSCs were induced to differentiate along the
osteogenic or adipogenic pathways; irradiation of
these cells caused an expeditious and robust cell
death, which was primarily apoptotic. This was in
sharp comtrast to undifferentiated hMSCs, which
were highly resistant to irradiation and'or
temozolomide-induced DSBs. In  addidon, we
observed a 95% recovery from DSB in these cells.
Our results suggest that apoptesis and DNA repair
are major safeguard mechanisms in the control of
hMSCs differentiation after DNA damage.

L ]
DNA repair is essential for cell survival and
function [1]. Recent studies have indicated that
stem cells respond to DNA damage by
increasing DNA  repair activity [2]. This
property might favor long-term survival but
also results in an accumulation of mutations in

tumorigenesis  [3]. Human bone marrow-
derived mesenchymal stem cells (hMSCs) are
long-lived cells that can differentiate into
mesenchymal cells (e.g. adipocytes,
chondrocytes, osteoblasts and hepatocytes) as
well as transdifferentiate i vifro into other cell
types such as neural cells [4]. Recently hMSCs
have received much attention because of their

stem cells and as such might promote  Potential use as therapeutic agents for either

Author contribuiond: LO: conceplion s design, colloction and ssombly of data, dats analyss md interpretation and writing. EH, Q.8, AL CP:
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regeneration of wound tissue or targeting
diseases such as cancer [5]. Human MSCs
constitute a niche in the stromal compariment
of the bone marrow where these cells play an
essential role in the control of the function of
the hematopoietic stem cells (HSCs) [6]. It has
been suggested that hMSCs could also
participate to the tumoral microenvironment in
several types of cancers [5,6].

Most cancer patients receive imadiation and
chemotherapy as standard treatments in order
to eliminate dividing malignant cells through
DNA damage. However, these treatments also
affect normal tissue, in particular the bone
marrow, inducing severe side effects following
irmadiation [7]. It is not well understood how
hMSCs in either the bone marrow or the
microenvironment of a tumor, will be affected
by cancer themapies [8]. Contradictory results
have been published on the survival of hMSCs
after irradiation or chemotherapy but it is
usually assumed that hMSCs are resistant to y-
irradiation even at high doses [9,10]. In fact
studies have shown that hMSCs from patients,
exposed to whole body irradiation followed by
allogenic bone marrow transplantation,
expressed a complete host profile suggesting
that the hMSCs in their niches were most
probably radio-resistant [11,12]. In addition, it
has been postulated that hMSCs could protect
the patient against  irmdiation-induced
hematopoietic  failure [13]. A  better
understanding of the response of hMSCs 1o
DNA damage could provide new insights into
the effects of cancer treatments, as well as into
the development of treatment-associated side
effects. This question is also important in the
understanding of how the DNA damage, which
accumulates with age leading to either cell
death or, gene silencing that could affect the
capacity of hMSCs to regenerate tissues after
injury [14]. Indeed, unrepaired DNA double-
stranded breaks (DSBs) result in toxic lesions,
chromosomal abemations and genomic
instability that could give rise to cancers [15].
We have recently shown that hMSCs are
resistant to apoptosis when undifferentiated
and became sensitive to cell death during the
carly steps of differentiation [16]. This could
be related to the fact that caspases are
implicated both in apoptosis and in cell
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differentiation  [17]. Understanding  the
conditions, under which hMSCs acquire a
sensitivity toward cell death is also crucial,
both in the development of hMSCs as a
therapeutic tool and in the advancement of our
understanding of the role of tumor stroma
during cancer progression [18].

In the present study, we have investigated the
induced DNA damage response (DDR) in
hMSCs to ionizing irradiation at a dose used in
the treatment of gliomas. Cell death,
proliferation and differentiation were analyzed
cither in undifferentiated hMSCs or during
osteogenic differentiation of these cells.

Materials

Unless stated otherwise, all cell culture
material was obtained from Gibeo (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France) and
chemicals were from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). The bone marrow samples used in
this study were obtained from healthy donors
operated at the Department of Orthopedics at
“Centre Hospitalier Universitaire de Nantes”,
The average age of patients was 41 = 3 yrs
(ranging from 25 to 56 yrs; 6 males and 8
females). All human samples were obtained
according to the recommendations of the
French national ethics committee.

Methods

Human MSC isolation and cell culture. The
bone marrow cells were isolated by density
gradient centrifugation (Ficoll). The cells
collected at the interface were cultured in
alpha-MEM containing with nbonucleosides
and deoxyribonucleosides supplemented with
20% fetal calf serum, with 2 mM L-glutamine,
100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin
(complete hMSC medium) in an atmosphere of
5% CO, and 95% humidity. Human MSC
cultures were used between passage 2 and 10
passage. Cultures were kept at subconfluent
levels (about 75% confluency) and passaged
every 5-7 days. The glioblastoma U251 cell
line was cultured in DMEM (4.5 g/L glucose)
supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM
L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin in an atmosphere of 5%
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CO: and 95% humidity. y-irradiation was
carried out in a Faxitron CPI60 irradiator
(Faxitron X-ray Corporation) at a dose rate of
1.48 Gy/min. Human fibroblast were obtained
and cultured as described early [16, 19]. Cells
were cultured under hypoxia (1% O,, 3% CO,

and 37°C) using a Sci-tive Hypoxia
Workstation (Awel International, Blain,
France).

Differentiation of IMSCs., Human MSCs

differentiation into osteoblasts was induced in
vifro by culturing the cells in NH OsteoDiff
medium (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany) for 21 days. Osteogenic
differentiation was detected by staining with
alizarin red, which binds to mineralized bone.
For adipogenic differentiation the cells were
cultured for three weeks in hMSC Adipogenic
Bullet kit (Lonza, Slough, UK). Adipogenic
ddifferentiation was detected by staining the
cells with Red Oil O.

Wesrern blotring. Total proteins were extracted
in 1% NP-40, 0.5% sodium-deoxycholate,

0.1% SDS  supplemented with  protease
inhibitor cocktail from Roche Diagnostics
(Mannheim,  Germany). The  protein

concentration was determined using the
Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Protein extracts were separated on SDS-PAGE,
tmnsferred onto PVDF membrane (Millipore,
St. Quentin-Yvelines, France) and revealed by
Immobilon Western chemiluminescent HRP
substrate (Millipore). Primary antibodies were
used at 1/1000 dilution: mouse monoclonal
anti-actin (clone C4, MABI1501, Milligure,
mouse monoclonal anti-phospho-ATM '
(DR1002, Millipore), rabbit polyclonal anti-
phospho-DNA-PKes™ ™ (ab18192 Abcam,
Cambridge, UK), mouse monoclonal anti-
Ku70 (MS-329-P1, Thermo Scientific, France)
and mouse monoclonal anti-Ku80 (MS-285-
P1, Thermo Scientific). HRP-conjugated
secondary antibodies were from Bio-Rad.
Quantification was performed with the
software Imagel.

Tmmimocytochemisi. Cells were grown on
gelatin-coated glass cover slips. Cells were
fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min,
permeabilized with 0.1% SDS for 10 min,
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blocked with 3% BSA for 20 min, and then
incubated with primary antibodies for 1 h
followed by secondary Alexa antibodies
(Molecular Probes-Life Technologies) for 1 h.
Cells were finally mounted with Mowiol
polymerizing solution, and observed under a
confocal microscope (Leica TCS-SPQ.
Primary mouse monoclonal ant-H2AX%"%
was obtained from Millipore (05-636). The
number of y-H2AX foci was determined using
Image] and the 3D object counter plugin.
Briefly, the acquisition of images was done
using a z-stack of 0.25 um per image. The
stack was opened and threshold determined so
that each foci was equal to or more than 15x15
pixels (1 pmzl.

Senescence. Senescence was assessed by x-gal
staining using the Senescence  Cell
histochemical staining kit (Sigma-Aldrich)
according to the manufacturer’s instructions.

FACScan Analysis. The phenotype of hMSCs
was monitored by flow cytometry. For
phenotypic analysis, conjugated and non-
conjugated antibodies were used (cf. Table
S1). For mnon-<conjugated antibodies, the
corresponding secondary antibody was used.
Briefly, 2x10° cells were resuspended in
complete medium for 30 min at 4°C. For
intracellular staining, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 10 min and
permeabilized in PBS  containing 0.5%
saponin. The cells were incubated with the
primary antibody for 30 min at 4°C in PBS,
0.25% saponin and then, where necessary, the
secondary antibody was added for 30 min at
4°C. Cells were washed twice in PBS before
analyzed on a FACScalibur (BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France) using Cell Quest Pro
software. The appropriate isotype controls
were included and a minimum of 10 000 events
were acquired for each condition. The debris
was excluded from the analysis according to
their FSC/SSC proprieties. BD) ApoAlert APO
2.7-phycoerythrin (BD Biosciences) was used
to determine the percentage of apoptotic cells
according to the manufacturer's instructions.

For cell cycle analyses, the cells were pulsed
with BrdU for 20 min at 37°C. After ethanol
fixation and acidic DNA denaturation, cells
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were stained with an anti-BrdU FITC antibody
(51-33284X, BD Biosciences) and propidium
iodide and then analyzed by flow cytometry.

L 'RESULTS i

Acquisition of sensitivity to irradiation
during the differentiation of hNSCs im vitro
Human MSCs were isolated from healthy
human donors as previously described [16].
Cells were isolated from human bone marrow
aspirates and cultured as described by Pittenger
ef al. [4]. After 2 weeks of culture, the cell
population was characterized by flow
cytometric analysis for the expression of
CDI105, CD90 and CD44 markers and the
absence of markers of the hematopoietic
lineage, including the lipopolysaccharide
receptor CD14, CD34, and the leukocyte
common antigen CD45. Flow cytometry
parameters used in this study are listed in
Table 51, Osteogenesis was induced and
visualized as described in materials and
methods section. Of note, after one week in the
osteogenic medium, no morphological signs of
differentiation were visible as yet (Figure 1A)
and complete differentiation was observed only
after 3 weeks of culture (Figure 1B). Human
MSCs cultured in differentiation medium for
one week will be further referred to as pre-
differentiated (pre-diff.) hMSCs and after 3
weeks of culture as differentiated (dift)
hMSCs.

Undifferentiated and pre-differentiated hMSCs
were iradiated with a single dose of 5 Gy as
described in materials and methods. This dose
has been shown to efficiently trigger apoptosis
in hematopoictic progenitor cells [20].
Quantification of cell death showed that pre-
differentiated hMSCs were sensitive to
apoptosis as compared to undifferentiated
hMSCs, which were resistant to irradiation-
induced cell death (Figure 1C). Note that
differentiated hMSCs were sensitive to cell
death inducers such as staurosporine or
etoposide as previously described [16], as well
as y-irradiation.

To verify if this effect was related to the type
of cellular differentiation, we repeated this
experiment with hMSCs differentiated along
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the adipogenic pathway (Figure 2A). As
illustrated in Figure 2B, hMSCs pre-
differentiated into adipocytes were sensitive to
y-irradiation. To verify if factors present in the
differentiation culture medium were capable of
protecting the cells against radiation, hMSCs
predifferentiated into either osteoblasts or
adipocytes for one week were cultured in
complete hMSCs medium and then y-
irradiation. We did not find any difference in
the number of cell death observed over the first
48h (data not shown) ruling out a possible
effect of the different media in mdio-
resistance. However, as shown in Figure 2C,
the surviving predifferentiated hMSCs
appeared to be more senescent when cultured
in complete hWMSC media.

To evaluate a possible “niche™ effect, we
analyzed the effect of hypoxia on the response
of hMSCs to y-irmadiation. We found that
hypoxia (i.e. 1% O:) provided a linuted effect
on hMSCs survival after y-irradiation (Figure
S1). Finally, we asked if the use of pnmary
cultures was important in the response to y-
irradiation, we study the response of human
fibroblasts cultured in hMSCs culture medium.
As illustrated in Figure 2D, unlke hMSCs,
human fibroblasts were sensitive tw y-
irradiation even in the presence of complete
hMSC medium. Altogether, these resulis
suggest that the differentiation related to ©-
irradiation sensitivity was specific to hMSCs.

Differential induction of y-H2AX foci in
undifferentiated and pre-differentiated
hAISCs upon irradiation

The response to DNA damage resulting in
DSBs involves an orchestrated assembly of
proteins that has been used to develop DSBs
detection assays [21,22]. Once DNA damage is
detected, there is activation of the DNA
damage response (DDR), the components of
which can be divided into four functional
groups: the DNA damage sensors, the signal
transducers, the repair effectors and the cell
arrest or death effectors.

v-H2AX foci analyses take advantage of an
carly event in DNA damage response, namely
the phosphorylation of the histone H2AX
[21,22]. This assay is highly sensitive and can
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potentially detect all induced DSBs [22] and as
such is generally used as a surrogate marker of
DSBs. Immunofluorescence was used to
vispalize and quantify DDR kinetics using y-
H2AX foci in two different models:
undi ferentiated hMSCs and the human glioma
cell line U251. As shown in Figure 3,
v-H2AX foci increased after irradiation in both
cultures but the amount of y-H2AX foci
decreased in hMSCs (Figure 3A) afier 12 h
while the number in the human glioma cell line
U251 (Figure 3B) remained constant over time
(Figure 3C). Contrary to hMSCs, cell death
was induced in U251 cells 12 h post-
imadiation, suggesting a correlation between
the failure of DNA repair and the induction of
cell death (data not shown) [23].

Cells repair DNA damage after irradiation
primarily by twe  mechanisms. non-
homologous end joining (NHEJ) repair or
homologous recombination (HR) repair. We
thus determined in hMSCs the mechanism of
repair of DSB. Since two protein complexes
made up of KuS0WKu70/DNA-PKcs/Artemis
and XRCC4/Ligase IV/XLF effectuate NHEJ
repair of DSB, we analyzed the expression of
Kug0, Ku70 and DNA-PKcs in hMSCs after y-
imadiation. As shown in Figure 4 the
expression of Ku70 increased in hMSCs after
iradiation while that of KuB0 remained
constant. The increase in the expression of
Ku70 was visible at 30 min and peaked at 2 h
and remained at this level until 24 h. Note that
the expression of phospho-DNA-PKes ™%
increased after 30 min and then returned to
basal levels after 2 h. Furthermore the level of
phospho-ATM™ ™' followed the same pattern
of expression of that of phospho-DNA-
PKCSS'!!GSE"

Next, we asked if pre-differentiated hMSCs
responded in a similar way to irradiation as
undifferentiated hMSCs. As shown in Figure
SA, a 5 Gy vy-irradiation induced an
accumulation of y-H2ZAX foci with a similar
intensity and kinetics between undifferentiated
and pre-differentiated hMSCs since in both
cases, a peak was observed after 1 h. However,
the number of foci decreased more
expeditiously in undifferentiated hMSCs than
in pre-differentiated cells: after 24 h the
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amount of y-H2AX foci remained high in the
surviving pre-differentiated hMSCs (Figure
5B) and returned to normal only after 72 h in
the surviving cells (data not shown) while in
undifferentiated hMSCs, no foci could be
observed after 24 h (Figure 5A).

Recent results have suggested a link between
DNA repair and differentiation, in particular on
the unanticipated roles of DDR in the
regulation of precursor or stem cell
differentiation [24]. We thus examined the
effect of irradiation on the osteogenic
differentiation of hMSCs. As shown in Figure
5C, irradiated hMSCs were cultured for 6 days
in differentiation medium. Within one week,
these irradiated hMSCs underwent massive and
rapid cell death even in absence of additional
apoptotic inducers. These results suggest that
hMSCs cannot  sustain  survival upon
differentiation after irradiation and that
acquisition of sensitivity to apoptosis is
concomitant of early differentiation. As
depicted in Figure 5D analyses of the cell
cycle showed that 24 h after irradiation there
were significantly less cells in phase S (con vs.
irradiated: 9 vs. 2.9; p=0.0005) and more cells
in G2/M (con vs. irradiated: 7.6 vs. 10.9;
p=0.007).

DDR response of hANSCs and U251 cells to
TMZ and y-irradiation

Several studies have shown that hMSCs can
survive irradiation but little is known about its
survival upon the combination of chemical-
and radiation-induced DNA damage, a
classical therapeutic regimen in the treatment
of bmin tumors [26]. This question is
significant since hMSCs are precursors of the
stroma associated with many cancers, and as
such could modulate the immune system and
produce wmor-associated myofibroblasts [27].
We analyzed the response of hMSCs to another
DNA damaging agent, temozolomide (TMZ)
an oral alkylating agent, which is used in the
treatment of Grade IV astrocytoma, the most
aggressive brain  tumor in adult [26].
Temozolomide rapidly methylates DNA,
causing DNA damage whereby triggering cell
death [26].
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First, we analyzed the effect of TMZ and/or y-
imadiation on the viability of U251 glioma
cells and on the formation of DSBs visualized
by the formation of y-H2AX foci (Figure 6).
TMZ at 25 puM, a concentration close to the
therapeutic dose, was added to U251 cells and
as shown in Figure 6A, triggered the formation
of y-H2AX foci, which increased over time
after 8 h until 48 h were cell death became
dominant. Similar results were obtained when
U251 cells were subjected to 5 Gy irradiation,
however, treatment of a combination of
iradiation and TMZ resulted in a significant
increase (p=0.0019) in cell death (Figure 6B)
as compared to irradiation alone or TMZ alone,
as previously described [17]. Next we analyzed
the effect of these treatments to DNA repair
and cell death induction in hMSCs cultures
(Figure 6). A treatment of hMSCs with 25 pM
TMZ induced a limited number of y-H2ZAX
foci that persisted afier 6 h. However, when
hMSCs were treated with 25 pM TMZ prior to
y-irradiation, the induction of y-H2AX foci was
less important than that induced by irradiation
alone (Figure 7A). However, in all cases no
difference in the induction of cell death was
observed between the different treatments
suggesting that apoptosis was efficiently
blocked in these cells (Figure 7B). These
results suggest that the combination of
treatment (i.e. TMZ and y-irradiation), which is
usually used in the treatment of gliomas, does
not affect the survival of hMSCs,

I |
It has been postulated that aging and cancer are
the consequences of unrepaired DNA damage
due mainly to the accumulation of reactive
oxygen species from cellular metabolism and
ultraviolet light from the sun [28]. Nuclear
DNA damage might contribute to aging by
increasing cell death, cellular senescence or
more generally by decreasing cell functions
[26]). When cells avoid the latter processes and
accumulate DNA mutations, they are at greater
risk to undergo oncogenic transformation [29].
In proliferating cells, DNA damage can also be
limited through several mechanisms that
ensure DNA replication fidelity [30]. In
addition another major concern in cancer and
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cancer therapies is genomic instability and
recently this problem has also become an
obstacle in regenerative medicine therapies, It
has been shown that hMSCs propagated in
culture develop aneuploidy and other DNA
rearrangements over time that renders these
cells unsuitable for clinical use [31]. Thus, itis
important to understand the mechanisms
required to maintain genomic stability. The
source of DNA damage and the type of breaks
produced would determine the kind of DDR
activated. DNA damage may be identified by
changes in the chromatin structure after DSBs.
DDR components would be recruited to the
sites of DNA damage after the formation of
foci. In the case of DSBs, the ATM-ATR-DNA
PK pathway induces the phosphorylation of the
histone variamt y-H2AX on the chromatin at
DSB sites. This results in ubiquitin mediated
recruitment of DSB  repair factors and
additonal chromatin modifying factors, which
act to amplify the DNA damage signal,
recruiling even more repair associated proteins
[32,33]. The form of DSB repair with the
highest fidelity i1s HR repair, which uses
homologous  sequences from a  sister
chromosome as a template for repairing
damaged DNA. Non-homologous end joining
represents a more error prone form of DNA
repair with faster repair kinetics than HR
repair. A recent study by the group of Valerie
[34] showed that neural progenitors used the
NHEJ DNA repair and that the rate of NHEJ
progressively increased while the fidelity of
repair decreased during the differentiation into
astrocytes.

The latter processes are obviously less
available in slow or non-dividing cells, such as
stem cells. Thus, adult stem cells are thought to
accumulate DNA  damage dunng their
quiescent or resting state in vive [2.29].
However, there is a certain heterogeneity of the
apoptotic response to DNA damage among of
stem cells as some die rapidly after irradiation
while others are resistant even to high intensity
radiations [29]. We have recently shown that
adult hMSCs are highly resistant to apoptosis
unless they are engaged into differentiation
[16]. Recent results have shown that HSCs are
radio-protected by  different mechanisms
during quiescent and proliferating stages.
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However, in quiescent HSCs, DNA damage is
associated with genomic rearrangements and as
such HSCs are more susceptible to error-prone
DNA repair and mutagenesis [3].

In this study, we have shown that adult hMSCs
isolated from bone mamow are resistant to
radiation unless differentiation is induced
(Figures 1 & 2). We found that in
undifferentiated hMSCs possess a high DNA
double strand break repair activity (DSB) as
viewed by y-H2AX foci (Figure 3). When
engaged into differentiation, hMSCs loose this
capacity and DNA breaks are followed by cell
death (Figure 5). We also analyzed the
response of hMSCs to another type of DNA
damage, e.g. that induced by TMZ, and as
shown in Figure 6, similar results were found.
This result suggests that hMSCs possess an
intrinsic resistance to DNA damage. Of note,
imadiated hMSCs undergo apoptosis when
differentiation is induced (Figure 5). Taken
together, our data suggest that irradiation
induced DNA damage is readily repaired in
hMSCs but impaired their differentiation
through the induction of apoptosis. NHE] can
occur at any point in the cell cycle. This
mechanism of repair 1s initiated by recognition
and processing of the DSBs by the
Ku80/Ku70/DNA-PKcs/Artemis  heterodimer.
This activates DNA-PKcs, which mediates
recruitment of end processing enzymes and
polyvmerase. DNA ligase IV mediates re-
ligation of the broken ends of the DNA. This
method of repair is error prone and results in
sequence deletion and mutations. As appose to
HR repair (active in the U251 cells), which
uses the sister chromatid as the template for
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repair and therefore can only occur during S
phase or G2. HR is initiated by the MREI I-
RADS0-NBS1 complex, which binds to and
processes the ends of the damaged DNA,
generating ssDNA. The ssDNA invades the
template and repair is mediated by polymerase,
nuclease, helicase and ligase activity, followed
by resolution of the structure. This process can
be considered as a safeguard against unwanted
mutagenesis and that inhibition of apoptosis in
hMSCs will enhance the risk of oncogenesis
may be more than DNA damage itself. In
addition, our results show that the regimen
used for the treatment of gliomas, which
involves both madiation- and chemo-induced
DNA damages, has no affect on hMSCs
survival. Human MSCs possess ambivalent
roles toward tumoral growth because of their
capacity to participate in the non-neoplastic
compartment,  their  immuno-modulatory
properties and/or secretory activity [17]. Based
on our results, one can postulate that imadiated
hMSCs could still be used as therapeutic
vehicle but would not be able to differentiate in
the tumoral microenvironment,
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Figure 1. Influence of osteogenic differentiation medium on hMSCs morphology and
apoptosis.

(A) Mormphological aspects of hMSCs cultured for one-week in complete media or in osteogenic
differentiation medium (pre-diff.). (B) Osteogenic differentiation was determined by alizarin red
(binds to mineralized bone) in hMSC cultures after three weeks of incubation in either complete
media or in osteogenic differentiation medium (diff.). (C) Human MSCs cultured in complete
hMSC media or in osteogenic differentiation medium for one week (pre-diff.) were subjected or
not to 5 Gy y-irradiation and then cell viability was determined by Trypan blue exclusion at the
indicated times. The results are the mean £ SD of three independent experiments.
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Figure 2. Influence of adipogenic differentiating medium on hMSCs morphology and
apoptosis.

(A) Morphological aspects of hMSCs cultured for three weeks in complete hMSC media or in
adipogenic differentiation medium. Adipogenic differentiation was determined after three weeks of
incubation in either complete hMSC media or in adipogenic differentiation medium using Red Oil
0. (B) Human MSCs cultured in complete media or in adipogenic differentiation medium for one
week (pre-diff.) were subjected or not to 5 Gy y-irradiation and then cell viability was determined
by Trypan blue exclusion at the indicated times. The results are the mean = SD of three
independent experiments. (C) Human MSCs were cultured in osteogenic or adipogenic
differentiation media for one week and then cultured for another week in complete hMSC medium
before being subjected to 5 Gy y-irradiation. One week later cellular senescence was determined by
x-gal staining. (D) Human fibroblasts cultured in complete hMSC media were subjected ornot to 5
Gy y-irradiation and then cell viability was determined by Trypan blue exclusion at the indicated
times. The results are the mean £ 5D of three independent experiments.
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Figure 3. Difference in DNA repair activity between hMSCs and U251,

Human MSCs (A) and human glioma cell line U251 (B) were subjected to y-iradiation (5 Gy) and
then at different time points the cells were fixed and labeled with a monoclonal mouse anti-
H2AX*"* and the nuclei were stained with Dapi. (C) The number of y-H2AX foci in the nuclei
was quantified using ImageJ and the 3D object counter plugin. An average of 100 nuclei was
analyzed at each time point.
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Figure 4. DNA repair activity in undifferentiated hMSCs.
Human MSCs were irradiated (5 Gy) and then at the different times indicated cell lysates were

prepared and separated in SDS-PAGE to determine the expression of pDNA-PKcs™™ ™, Ku80,
Ku70 and pATM™ ™!,
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Figure 4: Oliver et al.
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Figure 5. DNA repair activity in undifferentiated and differentiated hASCs,

(A) Human MSCs were cultured in either complete media or in osteogenic differentiation media
for 3 week and then subjected 1o 5 Gy y-imadiation. At different time points the cells were fixed
and labeled with a monoclonal mouse anti-H2AX>"* and the nuclei were stained with Dapi. (B)
The number of y-H2AX foci in the nuclei was quantified using Imagel and 3D Object Counter
plugin. An average of 100 nuclei was analyzed at each time point. The data presented are the mean
+ SD. (C) To determine the effect of y-irradiation on osteogenic differentiation, hMSCs cultured in
complete medium were subjected to y-irmadiation (5 Gy) and then culwred in osteogenic
differentiation medium (hMSCs + 5 Gy + diff.). As a control, hMSCs were either cultured in
complete media (hMSCs); in osteogenic differentiation media (hMSCs + diffl) or hMSCs cultured
in complete media were irradiated (hMSCs + 5 Gy). The number of cells in the different cultures
were determined at the indicated times. The data presented are duplicate values of 3 independent
experiments. (D) To determine the effect of irradiation on the cell cycle, hMSCs were subjected or
not to y-irradiation (5 Gy) and 24h later the cells were stained with BrdU and propidium iodide.
Cells were analyzed by flow cytometry and the number of cells in G1, § and G2/M were quantified
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Figure 6. Comparison of DNA repair and sensitivity towards cell death in U251 cells.

(A) The human glioma U251 cells were treated with 25 pM TMZ and then cells were fixed and
labeled with the anti-y-H2AX at the indicated times and (B) quantification of the y-H2AX foci were
done as described in Figure 3. An average of B0 cells were counted per time point. (C) U251 cells
were both cultured in the absence or presence of 25 pM TMZ or y-irradiated (5 Gy) and then
cultured in the presence of 25 uM TMZ. Cell viability was assessed by Trypan blue exclusion.
Data are presented as mean £ 5D of duplicate values of 3 independent experiments. ** Statistical
analyses of the percentage of cell death between imradiated cells and a treatment TMZ + irradiation
of p=0.0019.
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Figure 7. Comparison of DNA repair with cell death induction in hASCs by TMZ and/or
irradiation.

(A) Undifferentiated hMSCs were both cultured in the presence of 25 pM TMZ or irradiated (5
Gy) and then cultured in the presence of TMZ (25 pM). The nuclei were labeled with an anti-
H2AXY"™ to quantify the number of y-H2AX foci as described above. (B) Simultaneously the
percentage of cell death under the different conditions of (A) was detennined by Trypan blue
exclusion as described in previous figures.
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ETUDE MECANISTIQUE & FONCTIONNELLE DE LA SENESCENCE RADIO -INDUITE DES
CELLULES ENDOTHELIALES MICROVASCULAIRES
Résumé

Les bénéfices de la radiothérapie reposent subata@ce mettant en jeu la réponse anti-tumorale et
la toxicité sur les tissus sains périphériqguesSpaingosine-1-Phosphate (S1P) permet de limiter la
radio-toxicité aigue en prévenant la mort celldalépendante du Céramide des cellules endothéliales
microvasculaires. Cependant, de nombreuses obesygbhysiopathologiques indiquent que |les
cellules endothéliales jouent également un rolergis dans le développement de la radio-toxicité
tardive, et peut étre conditionné par leur entréeénescence prématurée. La S1P, en protégeant ces
cellules, permet potentiellement la stabilisatiendbmmages de I'ADN et/ou de leur signalisation,
pouvant ainsi favoriser la sénescence. Les olged#fce travail de thése ont été de compreimdre
vitro, les mécanismes moléculaires impliqués lors desémescence radio-induite des cellules
endothéliales microvasculaires, et d’évaluer l'ictpde la S1P. Nous avons observé que l'induction
de la sénescence est associée a un phénotypevatiactj et & 'augmentation de la perméabilité
endothéliale. Sur le plan mécanistique, si les lt@su obtenus montrent que la sénescence
endothéliale est ici originalement indépendantelalesignalisation persistante de dommages de
I’ADN, ils montrent cependant la dépendance d'uresst oxydant mitochondrial chronique, et| la
dépendance de p53. Ces travaux proposent en pevegdiutilisation combinée de la S1P et d’'un
inhibiteur de la sénescence endothéliale afinrdigdr la toxicité aigue comme la toxicité tardive.

Mots-clés : Radiothérapie, radiotoxicité, endothélium, séneseerprématurée, Sphingosine4l1-
Phosphate, stress chronique.

STUDY OF RADIATION -INDUCED MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELL SENESCENCE
MECHANISM & FUNCTION
Abstract

The benefits of radiation therapy depend on thartza between the impact on tumoral tissues and on
healthy peripheral tissues. Sphingosine-1-Phosp(&itP) treatment allows to limit acute radiation

toxicity through prevention of Ceramide-dependeittravascular endothelial cell death. However,

numerous physiopathological observations indidad ¢ndothelial cells also play an essential mole i

late radiation toxicity, possibly owing to prematusenescence. S1P treatment, by protecting
endothelial cells, could stabilize DNA damages anddownstream signalization, and thereby

promote senescence. The objectives of this thésisdaat understanding the molecular mechanisms
involved inin vitro development of radiation-induced microvascularogelial cell senescence, and
evaluate the impact of S1P treatment. We have wbddhat induction of senescence is associated
with an activated phenotype, and with an increaseenidothelial cell monolayer permeability.
Regarding the mechanisms, our results indicate thagrestingly, endothelial cell senescence is
independent of the persistence of DNA damage Siatain. Instead, we show that it depends| on
chronic mitochondrial oxidative stress and p53 gplation. These original findings suggest|as
perspectives the combination between S1P and astherlidl cell senescence inhibitor, so as to limit
both acute and late toxicity.

Key words :Radiation therapy, radiation toxicity, endotheliupremature senescence, Sphingosine-
1-Phosphate, chronic stress.
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