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sciences, et pour la troisieme année, des étudiants du
module d’immunologie virologie et cancer du Master
de cancérologie de Lyon présentent une analyse
d’articles scientifiques récents faisant état d’obser-

vations innovantes et importantes. Ce travail a été
encadré par des chercheurs confirmés du départe-
ment d’immunologie, virologie et inflammation du

CRCL. Le master de cancérologie de Lyon (Lyonl-
VetAgroSup) accueille chaque année 30 a 40 étudiants en M1 et en M2. Ce master dit « d’excellence » assure aux étudiants
de M1 une formation a la cancérologie reposant sur un socle de base commun (biologie cellulaire, moléculaire, immuno-
logie, bio-statistique...). En M2, les étudiants peuvent choisir I'une des trois spécialités suivantes : le Master recherche
« Recherche en cancérologie », le Master recherche et professionnel « Technologie haut débit en cancérologie » et enfin
le Master recherche et professionnel « Innovations thérapeutiques en cancérologie ». Le Master de cancérologie de Lyon
repose sur une forte implication des chercheurs et enseignants-chercheurs du laboratoire d’excellence en développement
et cancérologie (LabEx DEVweCAN), ainsi que sur un partenariat solide avec plusieurs instituts dont le MIT (Massachusetts
Institute of Technology, Cambridge, étuts-Unis), I'université d’Harvard (Boston, états—Unis), I"université Johns Hopkins
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> Uintestin couvre plus de 200 m® chez
I’homme et constitue un acteur central
de la digestion et de I’homéostasie de
I’organisme. Il est en contact direct avec
les aliments que nous ingérons mais éga-
lement avec de nombreux micro-orga-
nismes qui constituent le microbiote. €n
conditions physiologiques, ces micro-
organismes commensaux ou 'alimenta-
tion ne doivent pas générer d’activation
forte du systeme immunitaire. Lintestin
doit faire la part des choses entre agents
pathogénes et microbiote commensal
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pour éviter toute réaction inappropriée
et I’établissement d’une inflammation
chronique, terrain propice au développe-
ment de cancers.

Au niveau de I'intestin gréle, le tissu
intestinal est composé de cryptes et
de villosités. Au fond des cryptes, dites
de Lieberkiihn, se trouvent les cellules
souches intestinales (CSI) qui expriment
la protéine Lgr5 (leucine-rich repeat-
containing G-protein-coupled recep-
tor 5) [1]. Ces CSl ont la capacité de se
différencier et de donner naissance a

toutes les cellules de I’épithélium intes-
tinal. Elles se différencient en cellules
progénitrices transitoires qui se multi-
plient intensément avant de se diffé-
rencier a leur tour. €lles donnent ainsi
naissance aux entérocytes (cellules
absorbantes), aux cellules entéroendo-
crines, aux cellules sécrétrices de mucus
(cellules caliciformes ou en gobelet, en
anglais), aux cellules tufts impliquées
dans la réponse antiparasitaire [2] et
aux cellules de Paneth (sécrétrices de
peptides anti-microbiens) [1]. Toutes
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ces cellules se retrouvent au niveau
des villosités, a I’exception des cellules
de Paneth qui, elles, se localisent au
contact des CSI dans les cryptes de
Lieberkithn. L’épithélium intestinal se
renouvelle trés rapidement. Les cellules
migrent jusqu’au sommet des villosités,
meurent et se jettent dans la lumiére
intestinale. Chez les mammiféeres, cet
épithélium est renouvelé totalement
tous les 4-5 jours [3]. Un déréglement
de ce processus de prolifération et de
différenciation est a I’origine de nom-
breuses pathologies, en particulier des
processus cancéreux [4]. C’est donc un
enjeu majeur de comprendre les méca-
nismes qui régulent le comportement
des CSI.

€n cas d’agression physique, chimique
ou microbiologique, I"épithélium doit
s’adapter, répondre efficacement et
se régénérer. Ce renouvellement, de
méme que cette réparation dépendent
totalement des CSI qui, par le biais
des signaux de prolifération et de
différenciation qu’elles recoivent et
integrent, vont pouvoir proliférer et
se différencier. La prolifération et la
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différenciation des cellules souches de
I’organisme sont finement régulées et
de nombreuses études ont montré que
les cellules du systeme immunitaire
contrélent I’homéostasie des cellules
souches de I"organisme. Ainsi, les lym-
phocytes T régulateurs (Treg) peuvent
réguler la prolifération et la différen-
ciation des cellules souches de la peau
[5]. Lintestin étant un organe riche en
lymphocytes T, ces derniers pourraient
donc jouer un réle sur ’homéostasie
des CSI. Dans une étude parue dans
Cell en 2018, ’équipe de Ramnik Xavier
a analysé le role des lymphocytes T
intestinaux dans le renouvellement et la
différenciation des CSI [6].

Les cellules souches intestinales
exptiment le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il

Le complexe majeur d’histocompati-
bilité de classe Il (CMH II) permet la
présentation de I"antigene aux lym-
phocytes T CD4" et leur activation. Les
molécules du CMH Il sont exprimées par
les cellules présentatrices d’antigenes
professionnelles, telles que les cellules

Figure 1. La présentation de différents anti-
geénes (issus de bactéries pathogénes ou non
pathogenes) permet de créer un premier signal
partant des cellules souches intestinales (CSI)
exprimant des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (CMH II) vers
les [ymphocytes T (LT) CD4*. Cette interaction va
permettre d’activer le systéme immunitaire et,
notamment, de différencier les cellules T CD4*
en différents sous-types de LT auxiliaires (Thl,
Th2, Th17, T régulateurs [Tregl), permettant
ainsi de modifier la composition cellulaire
intestinale, et donc de créer une réponse spéci-

fique, en fonction de 'antigéne présenté.

dendritiques ou les lymphocytes B. Tou-
tefois, des expressions non convention-
nelles du CMH Il ont été décrites dans
différentes études. Notamment, il a été
montré que des cellules de I’épithélium
intestinal pouvaient présenter du CMH 11
a leur surface [7, 8]. Mais ces études
pionniéres ne montraient pas si cette
expression du CMH Il avait une impor-
tance sur I"homéostasie des cellules
épithéliales intestinales. Les cellules de
I’épithélium intestinal sont hétérogenes
et les types cellulaires exprimant le
CMH 11 restent donc a définir.

Les cellules épithéliales intestinales
sont des populations hétérogenes avec
des fonctions diverses et spécifiques.
Pour identifier et caractériser la popu-
lation de cellules épithéliales intesti-
nales exprimant le CMH I, Biton et al.
ont réalisé sur ces cellules un séquen-
cage scRNAseq (single cell RNA sequen-
cing) qui permet de déterminer le
transcriptome d’une cellule unique. Ils
ont montré que les CSI étaient les cel-
lules qui exprimaient le CMH Il au niveau
de I’épithélium intestinal. Cette tech-
nologie a également permis d’identifier
3 types différents de CSI en fonction du
profil d’expression de génes. Parmi les
3 types de CSI caractérisés, 2 expriment
effectivement les molécules du CMH
Il et toute la machinerie nécessaire a
la présentation antigénique aux lym-
phocytes T CD4" [6]. Ces observations
suggerent I’existence d’une interaction



entre les CSI et les lymphocytes T CD4"
au niveau de I'intestin.

Identification des cytokines produites
par les lymphocytes T CD4* régulant

la prolifération et le renouvellement
des CSI

Afin de démontrer cette interaction
entre les CSI et les lymphocytes T CD47,
I’équipe de Ramnik Xavier a utilisé un
modele d’organoides intestinaux. Les
chercheurs ont cultivé ces organoides
avec différents types de lymphocytes
T CD4* (Thl, Th2, Th17 ou Treg) et ont
étudié I'impact sur la prolifération et
la différenciation des CSI. Ainsi, ils ont
pu observer un changement dans la
composition cellulaire de I"épithélium
intestinal en fonction du type de lym-
phocytes CD4" mis en culture. Lorsque
les organoides sont en présence de
lymphocytes T CD4" de type Thl, Th2
ou Thl7, la proportion des CSI dimi-
nue au profit de cellules plus différen-
ciées. Pour montrer que cet effet sur la
composition cellulaire des organoides
intestinaux est induit par les cytokines
produites par les lymphocytes T CD4%,
les organoides intestinaux ont été trai-
tés avec les cytokines caractéristiques
de ces différents types de lympho-
cytes T CD4* (IL-17, IFNy et IL-13). Le
traitement avec ces cytokines induit
également une diminution de la fré-
quence des CS| et une augmentation des
autres types de cellules épithéliales. La
culture des organoides avec des cellules
Treg ou en présence d’IL-10, cytokine
sécrétée par les Treg, conduit a une
accumulation significative des CSI et
une diminution de leur différencia-
tion. Globalement, ces études in vitro
indiquent que les différents types de
lymphocytes CD4", via la production de
cytokines, modulent différemment la
différenciation et le renouvellement de
I’épithélium intestinal. Les lymphocytes
de type Thl, Th17, et Th2 favorisent la
différenciation des CSI, alors que les
lymphocytes Treg réduisent cette diffé-
renciation et favorisent I"accumulation
des CSl via la sécrétion d’IL-10.
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Régulation du renouvellement

des CSI par les Treg in vivo

Aprés avoir établi in vitro que les lym-
phocytes T CD4" peuvent moduler la pro-
lifération et la différenciation des CSI,
les chercheurs ont étudié ce mécanisme
in vivo. De nombreuses études concor-
dantes montrent une implication des
lymphocytes Treg dans I’homéostasie
de différents types de cellules souches.
Ainsi, il a été montré que dans la peau,
les Treg jouent un rdle clé dans I'ho-
méostasie des cellules souches au niveau
des follicules pileux. Les auteurs de cette
étude ont montré que les Treg par I'ex-
pression d’un ligand de NOTCH, Jaggedl,
régulent la prolifération et la différen-
ciation des cellules souches des folli-
cules pileux [5]. Afin de montrer in vivo,
que les lymphocytes Treg sont impliqués
dans la régénération et I’homéostasie
de Pépithélium au niveau intestinal,
I’équipe de Ramnik Xavier a analysé
chez la souris I'impact de la déplétion
des Treg sur les CSI. €n accord avec les
expériences réalisées in vitro, I’absence
des Treg in vivo conduit a une diminution
significative de la proportion des CSI. €n
effet, en absence de lymphocytes Treg,
les CSI se divisent et se différencient
plus rapidement. Ces résultats révelent
donc, pour la premiére fois, I'importance
des lymphocytes Treg dans le contrdle
de la prolifération et la différenciation
des CSI.

Réle du CMH Il sur les CSI en conditions
physiologique et pathologique

Afin de montrer I'implication de I'ex-
pression des molécules du CMH Il sur
I’lhoméostasie des CSI in vivo, Biton et al.
ont éliminé I’expression du CMH Il spé-
cifiquement sur les cellules épithéliales
intestinales, grdce au systéme Cre-lox.
Une fois I'invalidation du CMH II sur les
cellules épithéliales intestinales réali-
sée, les chercheurs ont analysé I'impact
sur le comportement des CSI. U'étude
montre que I’ablation des molécules du
CMH II spécifiquement a la surface des
cellules épithéliales conduit a une pro-
lifération et a une accumulation des CSI

dans 'intestin. Ainsi, I’expression du CMH
[l semble étre impliquée dans le contrdle
des taux de CSI au niveau de I’intestin
dans des conditions physiologiques.
Pour aller plus loin, les chercheurs ont
également analysé le rGle de I’expression
du CMH Il en situation pathologique. Lors
d’une infection intestinale, I’épithé-
lium intestinal est fortement sollicité.
Lépithélium doit se renouveler rapide-
ment pour faire face a la perte cellulaire
engendrée par Iinfection. Les chercheurs
se sont donc demandé si I’expression
non conventionnelle du CMH Il sur les
CSI pourrait aussi jouer un role dans ces
conditions. Pour se faire, ils ont analysé
le comportement des CSI au cours d’une
infection avec le parasite Heligmoso-
moides polygyrus ou avec la bactérie
Salmonella. Dans ces 2 modéles infec-
tieux, ils montrent que I'invalidation du
CMH Il sur les cellules épithéliales affecte
significativement les proportions des
différents types de cellules épithéliales
de l'intestin. Notamment, I’ablation du
CMH 11 sur les cellules épithéliales intes-
tinales conduit a une diminution notable
de la proportion de cellules tufts de
I’épithélium intestinal. Ainsi, I"équipe de
Ramnik Xavier a montré pour la premiere
fois le role clé joué par le CMH Il exprimé
par les cellules épithéliales intestinales
dans leur renouvellement et leur diffé-
renciation non seulement en condition
physiologique mais aussi en condition
pathologique comme lors d’une infec-
tion. Cette adaptation cellulaire permet-
trait a I’épithélium de contrecarrer les
dommages induits par I"infection. Bien
que I’étude montre un rdle majeur de
I’expression du CMH Il sur la régulation
de la composition cellulaire de I'épithé-
lium intestinal, ’étude ne dit pas si cette
expression est requise pour permettre a
I’individu, a terme, d’éliminer I’infection
parasitaire ou bactérienne.

Les travaux de I’équipe de Ramnik Xavier
ont donc permis de montrer un dialogue
entre les lymphocytes CD4" et les CSl. Les
CSI exprimant le CMH Il pourraient inte-
ragir avec les lymphocytes T CD4" sous-
jacents qui sécretent alors différentes
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cytokines modulant distinctement la
prolifération et la différenciation des
CSI. On peut imaginer, en effet, qu’en
fonction du type d’infection, différents
sous-types de lymphocytes T CD4" pour-
raient étre activés, chacun ayant son
mode d’action sur I’épithélium intesti-
nal. Les CSI suivront par conséquent dif-
férentes voies de différenciation selon
I’infection, et donneront ainsi naissance
a de nombreux types de cellules épithé-
liales (Figure 1). Ainsi, ce dialogue entre
lymphocytes T CD4* et CSI va permettre
une réponse adaptée et spécifique de
I’épithélium intestinal. ¢
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