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L’ immunité intestinale
peut contrdler les métastases
des cancers du colon-rectum

Maha Ayyoub?, Christel Devaud®?

> Dans les cancers du c6lon ou du rectum
métastatiques, les tumeurs primitives
sont localisées dans 'intestin et leurs
métastases principalement dans le foie.
Ces métastases, particulierement diffi-
ciles a guérir, sont la principale cause de
mortalité chez les personnes ayant ces
cancers, et doivent étre ciblées dans la
recherche de nouveaux traitements. Les
immunothérapies, malgré une efficacité
avérée dans certains cancers [1] et chez
quelques patients souffrant de cancers
du colon-rectum de type « microsatellite
instable »! [2], nécessitent d’étre amé-
liorées. Notre équipe de recherche vient
de montrer I'importance de I'immunité
adaptative intestinale dans le contrdle
des métastases de ces cancers, ouvrant
ainsi la voie a de nouvelles pistes théra-
peutiques [3].

Il existe une immunité intestinale déve-
loppée localement, dans le tissu conjonc-
tif de la muqueuse intestinale (lamina
propria) ainsi que dans les structures
lymphoides associées a Iintestin et les
ganglions lymphatiques mésentériques.
Par exemple, les lymphocytes T intesti-
naux sont activés par la reconnaissance
d’antigénes spécifiques, et ils expriment
alors I'intégrine o437 qui permet ’adres-
sage intestinal de ces cellules grdce a
I’expression restreinte de son ligand MAd-
CAM-1 (mucosal vascular addressing cell
adhesion molecule 1) [4].

! Ce type de cancer est caractérisé par la variation anormale
du nombre de motifs élémentaires (composés de un & quatre
nucléotides) des séquences répétées de type « micosatel-
lite » dans "ADN tumoral comparé a I’ADN provenant de tissu
sain du méme individu.
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Afin d’envisager de nouvelles perspec-
tives thérapeutiques pour la maladie
métastatique, notre équipe s’intéresse a
limmunité développée dans I"organisme
entier lors d’un cancer du célon-rec-
tum métastatique. Nous utilisons des
modeles murins d’implantation tumorale
syngénique, dans lesquels les implanta-
tions sont a la fois orthotopiques, c’est-
a-dire directement au site de la tumeur
primitive (implantation intra-colique,
IC), et dans des sites extra-intestinaux
(implantation intra-hépatique, IH, ou
sous-cutanée, SC) afin de représenter
les métastases a distance. Nous avions
précédemment montré, chez des souris
C57BL/6 implantées IC avec des cellules
tumorales coliques MC38 exprimant la
protéine rapporteur luciférase, que seule
la moitié des animaux développe des
tumeurs coliques progressives létales
alors que, malgré un développement
initial similaire de la tumeur implantée,
I’autre moitié des animaux élimine spon-
tanément la tumeur en conséquence de
la polarisation d’une réponse immuni-
taire locale anti-tumorale [5].

Dans cette nouvelle étude, les souris
C57BL/6 ont été implantées dans le foie
avec des cellules MC38 exprimant la luci-
férase, avec (groupe /H +IC) ou sans
(groupe IH seul) I'implantation conco-
mitante d’une tumeur primitive dans le
c6lon. Alors que tous les animaux déve-
loppent au départ les mémes métastases
hépatiques, celles-ci ont progressé chez
100 % des souris du groupe IH seul, et
chez seulement la moitié des souris du
groupe [H +C: le rejet spontané de

la tumeur du cdlon provoque un effet
anti-métastatique et le rejet concomi-
tant de la tumeur hépatique (Figure 1A).
Nous avons constaté que cet effet anti-
métastatique est déclenché spécifique-
ment par I'implantation de la tumeur
dans le cdlon (cdlon gauche ou droit), et
non par des tumeurs implantées ailleurs,
par exemple dans le rein. De plus, cet
effet est généralisé, agissant égale-
ment sur les tumeurs extra-intestinales
implantées en position sous-cutanée
(Figure 1B). Enfin, Ieffet anti-métasta-
tique dépend de I'immunité adaptative
car il disparait chez des souris rendues
déficientes en lymphocytes T CD8" et
doublement implantées IH + IC, ou quand
une lignée B16 de cellules tumorales,
dont les antigénes tumoraux différent
de ceux de la lignée MC38, est implan-
tée dans le foie concomitamment avec
I"implantation de cellules MC38 dans le
cdlon [3].

Pour tenter de comprendre les méca-
nismes impliqués dans I’effet anti-
métastatique de la tumeur du colon,
nous avons effectué des analyses
immuno-phénotypiques des tumeurs
IH et IC et de leur périphérie (sang,
ganglions lymphatiques mésentériques,
ganglions lymphatiques hépatiques,
et rate), en utilisant notamment des
dextrameéres?, capables de marquer les

% Polymeres de dextrose contenant plusieurs molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH ; ici, CMH de
classe 1) liés a des peptides (ici, néopeptide Adpgk des cel-
lules MC38). Ils sont couplés a des fluorochromes, détectables
par cytométrie en flux une fois liés au récepteur TCR d’un
lymphocyte T CD8*
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Figure 1. Schémas illustrant la migration des lymphocytes T CD8+ a4[37* activés du célon vers des tumeurs extra-intestinales dans deux modéles

murins multi-tumeurs du cancer colorectal métastatique (A et B). A. IH seul : souris C57BL/6 implantée uniquement avec une tumeur intra-hépa-

tique (IH) ; IH + IC : souris C57BL/6 implantée concomitamment avec une tumeur primitive intra-colique (IC) et une tumeur IH. B. SC seul : souris

C57BL/6 implantée uniquement avec une tumeur sous-cutanée (SC) ; SC + IC ; souris C57BL/6 implantée concomitamment avec une tumeur primi-

tive intra-colique (IC) et une tumeur SC.

lymphocytes T CD8* spécifiques d’un
néoantigéne tumoral (néoantigéne de
la protéine ADPGK, pour glucokinase
dépendante de I’ADP, dans notre étude).
Nous avons constaté une augmentation
de Pinfiltration des tumeurs IH et IC
rejetées par les lymphocytes T CD8* spé-
cifiques du néoantigéne tumoral, qui
était corrélée avec I’augmentation de
la proportion de ces lymphocytes spéci-
fiques en périphérie des tumeurs, mais
pas dans les ganglions lymphatiques
hépatiques (témoignant de I’impact
systémique de la réponse immunitaire
spécifique) [3]. Nous avons ensuite
effectué une analyse approfondie des
profils transcriptomiques des popula-
tions de cellules immunitaires infiltrant
des tumeurs IH de souris témoins appar-
tenant au groupe /H seul et de souris du
groupe IH + IC avec des tumeurs soit pro-
gressives, soit rejetées. Les leucocytes
triés ont été analysés par séquencgage
des ARN messagers sur cellule unique
(technique scRNA-seq). Parmi les clus-
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ters de cellules immunitaires annotées,
deux clusters de lymphocytes T CD8" a
fort potentiel cytotoxique ont été trou-
vés dans les tumeurs IH rejetées, alors
que les tumeurs IH progressives étaient
plut6t infiltrées par des lymphocytes T
CD8" « épuisés ». Nous avons constaté,
dans les lymphocytes T CD8" cyto-
toxiques, une forte expression des genes
Itgad et Itgb7, codant les sous-unités
respectivement o et B de I'intégrine
04P7, suggérant Iorigine intestinale de
ces lymphocytes T CD8" présents dans
les tumeurs du foie. Une seconde ana-
lyse scRNA-seq sur des lymphocytes
triés provenant de plusieurs organes,
couplée @ un séquengage des récepteurs
des lymphocytes T (T cell receptor, TCR),
a révélé que des clones de lympho-
cytes T (D8 identiques®, exprimant les
genes ltga4 et Itgh7, étaient présents

5 Lymphocytes T CD8* possédant un récepteur de I'antigéne
(TCR) spécifique du méme antigene, et ayant proliféré a la
suite de la reconnaissance d’un peptide antigénique pré-
senté par le CMH I.

dans le cdlon, dans le sang et dans les
tumeurs du foie, confirmant ainsi la
provenance intestinale de ces lympho-
cytes, activés et amplifiés dans le colon
(car exprimant I'intégrine a4f37) et
retrouvés dans la circulation et dans des
tumeurs extra-intestinales (Figure 1)
[3]. €nfin, des expériences de marquage
et de «tragage » des lymphocytes T
CD8" a4P7 depuis les tumeurs du célon
jusqu’au foie ont confirmé que I'intestin
était bien «la source » de ces lym-
phocytes T CD8" at4[37 exercant Ieffet
anti-métastatique. Les lymphocytes T
CD8* aL4P7 intestinaux infiltrant les
métastases semblent posséder un plus
fort potentiel cytotoxique que des lym-
phocytes T CD8" non intestinaux, comme
I’ont montré des expériences réalisées
in vitro avec des cellules tumorales
MC38. €n outre, I'effet anti-métasta-
tique des lymphocytes T CD8" intesti-
naux était réduit lorsque des souris IH
+ |C recevaient des injections d’un anti-
corps bloquant I’intégrine at4P7, ce qui



confirme I'implication fonctionnelle de
ces lymphocytes. Ainsi, le c6lon pourrait
déclencher une réponse anti-tumorale
impliquant les lymphocytes T CD8" o437,
qui pourraient ensuite émigrer a dis-
tance vers des métastases et induire
leur élimination (Figure 1) [3].

Nous nous sommes posé la question de la
pertinence thérapeutique d’un tel effet
anti-métastatique des lymphocytes T
CD8" o437 intestinaux, notamment dans
le contexte d’'une immunothérapie. Dans
notre modéle murin, les métastases
hépatiques implantées sans I'implanta-
tion concomitante d’une tumeur primitive
dans le cdlon se sont avérées particulie-
rement résistantes a une immunothérapie
anti-tumorale par un anticorps dirigé
contre PD-L1%. Cette immunothérapie
était en revanche efficace en présence de
la tumeur du c6lon, ce qui suggérait une
contribution bénéfique des lymphocytes T
CD8" a4f37 a effet anti-métastatique
qui sont activés par cette tumeur [3].
D’autres expériences ont confirmé I’inté-
rét thérapeutique de cette population de
lymphocytes spécifiques issue de I'intes-
tin. €n effet, nous avons montré que les
tumeurs IC déclenchent, spontanément
chez une partie des souris, ou sous I’effet
d’une immunothérapie néo-adjuvante
ciblant le cdlon, une réponse mémoire
protectrice contre le développement de
métastases hépatiques [3].

4 La protéine PD-L1 (programmed death-ligand 1) est pré-
sente a la surface de certaines cellules cancéreuses et du
microenvironnement tumoral. Elle se lie a la protéine PD-1
(programmed cell death protein 1), présente & la surface
des lymphocytes T activés, dont elle inhibe alors I"activation.
PD-L1 joue donc le réle d’un point de contrGle immunitaire.
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€nfin, nous avons complété notre étude
expérimentale chez "animal en ana-
lysant I'implication des lymphocytes T
CD8" a4P7 dans un groupe de patients
atteints d’un cancer du cdlon ou du rec-
tum métastatique et traités par immu-
nothérapie. Un séquengage de I’ARN
dans les métastases a révélé qu’une
expression plus élevée des genes [TGB7
et ITGA4 était associée a une meilleure
survie sans progression des métastases
chez ces patients. De plus, nous avons
détecté un plus grand nombre de lym-
phocytes T CD8* at4[37 dans le sang des
patients répondant favorablement a
IPimmunothérapie, ce qui incite a les
envisager comme biomarqueur prédictif
de la réponse a 'immunothérapie en
présence de métastases [3].

Ces résultats ont donc révélé I'impor-
tance des lymphocytes T CD8* at4P7
entérotropiques dans I'immunosurveil-
lance systémique des cancers du c6lon
ou du rectum par le systéme immuni-
taire. Ils ont montré I’existence d’un
« exode » de ces lymphocytes depuis
I’emplacement de la tumeur intesti-
nale vers des métastases extra-intes-
tinales, dans lesquelles ils semblent
avoir un effet anti-tumoral supérieur
a celui des lymphocytes T CD8" non-
intestinaux infiltrant ces métastases
(Figure ). Il reste & explorer les méca-
nismes intervenant dans le départ des
lymphocytes T CD8* o437 de Iintestin,
leur circulation dans le sang, et leur
infiltration dans les métastases, et a
découvrir quels facteurs intestinaux
pourraient favoriser une activation
anti-tumorale efficace de ces lym-
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phocytes. Ces travaux de recherche
pourraient ouvrir la voie a de nouvelles
stratégies thérapeutiques exploitant
le potentiel systémique de I'immu-
nité intestinale anti-tumorale. D’une
part, les patients ayant la capacité
de répondre aux immunothérapies
actuelles pourraient étre sélection-
nés par une analyse de leur lympho-
cytes T CD8" o437 circulants ou in
situ. D’autre part, pour la majorité des
patients atteints d’un cancer du cdlon
ou du rectum, qui ne répondent pas
favorablement aux immunothérapies,
une stratégie de stimulation des lym-
phocytes T CD8* at4P37 entérotropiques
spécifiques d’antigénes de tumeurs
pourrait étre envisagée, notamment
par la vaccination. ¢

Intestinal immunity controls
metastases outcome in colorectal
cancers
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