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La jonction anorectale

Une frontiere inflammatoire propice

a la cancérogenese

Chloé Petitpas @), Géraldine Guasch

La zone de transition anorectale,

cible naturelle de la transformation
cancéreuse

Les régions ou deux épithéliums dif-
férents se rencontrent sont appelées
«zones de transition ». La zone de
transition anorectale joint I’épithélium
stratifié du canal anal et I’épithélium
glandulaire du rectum. Elle abrite des
cellules souches qui réparent, grdce a
leur plasticité, les blessures dues aux
stress mécaniques et inflammatoires
naturels liés a la défécation et au micro-
biote [1]. La jonction anorectale, sujette
a linflammation et aux Iésions notam-
ment en raison des tensions mécaniques
et de Iexposition aux bactéries lors du
passage des selles, fait donc I'objet
d’une surveillance étroite par les cellules
immunitaires, comme des macrophages
et des lymphocytes T résidents, afin de
maintenir son intégrité. Elle présente
spontanément des caractéristiques d’un
épithélium pré-Iésionnel, ce qui pourrait
expliquer la fréquence des cancers dans
cette zone particuliere [2].

En effet, bien que le cancer anal soit
rare (environ 2000 nouveaux cas chaque
année en France), son incidence a aug-
menté au cours des dernieres années.
Dans 95 % des cas, il s’agit de carci-
nomes épidermoides, c’est-a-dire se
développant dans un épithélium strati-
fié, dont 85 % sont localisés dans la zone
de transition anorectale, et seulement
15 % dans le canal anal [3].

De nombreuses études ont établi que
IYinflammation chronique constitue un
facteur majeur de promotion du cancer
dans divers tissus. Elle agit notamment
en modifiant la plasticité cellulaire, en
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favorisant la survie de cellules ayant
subi une transformation cancéreuse,
et en remodelant le microenvironne-
ment tumoral [4]. Pourtant, le lien entre
inflammation chronique, Iésions tissu-
laires répétées, et apparition d’un cancer
reste peu étudié a la jonction anorectale.

Modéles d’étude de développement
pré-cancéreux

L'étude des mécanismes du développe-
ment pré-cancéreux est devenue une
priorité afin d’améliorer la détection et
la prise en charge des cancers a un stade
précoce, pour lesquels le taux de survie
aprés le traitement est souvent plus
élevé que pour les cancers a un stade
avancé. Pour tenter de comprendre les
mécanismes de la cancérogenése, de
nombreuses études utilisent des modeles
de lignées cellulaires in vitro, ou I’ana-
lyse descriptive de métadonnées recueil-
lies a partir d’échantillons tumoraux.
Mais chacune de ces stratégies comporte
d’importantes limitations. Dans le pre-
mier cas, I'interprétation des résultats
se heurte a I’absence de contexte biolo-
gique, tandis que dans le second, elle se
limite a des corrélations en I"absence de
mécanismes fonctionnels. Pour tenter de
comprendre les mécanismes précoces de
la cancérogenese dans son contexte bio-
logique, il est donc essentiel de dévelop-
per des modeles de progression tumorale
in vivo.

La cancérogenése dans un épithélium
débute par sa transformation hyper-
plasique : un épaississement di a la
prolifération des cellules basales. Cet
état peut évoluer vers une lésion pré-
cancéreuse, ou dysplasie, dont le degré

de sévérité est défini selon des para-
metres histologiques cellulaires et struc-
turels. On distingue ainsi les dysplasies
de bas grade (peu séveres), de moyen
grade (moyennement sévéres), ou de
haut grade (séveres). Ces dernieéres sont
aussi appelées carcinome in situ, ce qui
correspond a un stade local précoce du
cancer.

Notre équipe de recherche a mis au point
un modele murin de progression tumo-
rale reproduisant les stades d’hyperpla-
sie, de dysplasie de bas grade, et de car-
cinome in situ. Ce modele est fondé sur
I"expression inductible de la mutation
oncogénique KRAS®!?D spécifiquement
dans la zone de transition anorectale, et
sur des blessures mécaniques produisant
des plaies chroniques localisées afin
d’explorer le r6le des Iésions chroniques
et de I'inflammation dans la formation
de tumeurs (Figure 14) [5].

Quand la réparation des plaies
rencontre le stress oncogénique :
implication des lymphocytes T Y017
Lutilisation du modéle murin de plaies
chroniques localisées dans la zone de
transition anorectale a permis d’étudier
la cancérogenése a cet emplacement.
Dans ce modéle, la seule mutation de
KRAS, associée a des plaies chroniques
par blessure mécanique, suffit a induire
une transformation cancéreuse, alors
qu'un second « choc oncogénique » est
normalement nécessaire afin d’induire
cette transformation. Par exemple, pour
le cancer du poumon, la mutation de Myc
est nécessaire en plus de celle de KRAS
afin d’induire une transformation can-
céreuse [6], et dans le cas du carcinome
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Figure 1. La réponse pro-inflammatoire chronique impliquant Uinterleukine-17A et les granulocytes neutrophiles contribue a la cancérogenése dans
la zone de transition anorectale. A. Modgle in vivo de cancérogenése dans la zone de transition (ZT) anorectale chez la souris. La mutation onco-
génique KRAS®I?® induit I’hyperplasie de la zone de transition qui, associée a des blessures mécaniques répétées provoquant des plaies chroniques,
évolue en dysplasie de bas grade, puis en carcinome in situ. B. Les interactions entre les cellules épithéliales, les lymphocytes Tv0, et les granu-
locytes neutrophiles pro-inflammatoires favorisent la cancérogenése dans la zone de transition anorectale en présence de la mutation KRAS®!?P
et de plaies chroniques. C. U'inhibition de I'interleukine-17A (IL-17A) par un anticorps dirigé contre cette protéine bloque les interactions entre

|’épithélium et les cellules immunitaires pro-tumorales, et empéche "apparition du carcinome. Figure réalisée avec BioRender.
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Figure 2. Recrutement des granulocytes neu-
trophiles dans la zone de transition anorec-
tale atteinte d’une dysplasie de bas grade.
Détection des protéines indiquées ci-dessous,
par immunofluorescence multiplex, sur une
coupe de tissu de souris ayant développé une
dysplasie de bas grade a la jonction anorec-
tale : la protéine aSMA (o smooth muscle
actin) marque les cellules musculaires lisses
et les myofibroblastes (en vert), Ly6G marque
les granulocytes neutrophiles (en rose), CD3
marque les lymphocytes T (en orange), et (D45
marque tous les leucocytes (en bleu). Les gra-
nulocytes neutrophiles apparaissent colorés
en violet car ils sont co-marqués par Ly6G et
CD45. Les noyaux de toutes les cellules sont

marqués par le DAPI (en blanc).

épidermoide de la peau, c’est la perte de
p53 associée a la mutation de KRAS qui
est nécessaire [7].

€n utilisant des techniques de trans-
criptomique a I’échelle de la cellule
unique, d’hybridation in situ de I’ARN,
et de protéomique spatiale, nous avons
cartographié le paysage immunitaire
de la cancérogenese anorectale. Nous
avons montré I’existence d’interactions
entre les cellules épithéliales porteuses
de la mutation oncogénique KRAS®!?P et
leur microenvironnement immunitaire.
Nous avons mis en évidence I'existence
d’un dialogue entre les cellules immu-
nitaires (notamment les lymphocytes T
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v0 producteurs d’interleukine-17A et les
granulocytes neutrophiles pro-inflam-
matoires) et ces cellules épithéliales,
qui favorise la transition de lésions dys-
plasiques de bas grade vers un carci-
nome. €tonnamment, les macrophages
ne semblent pas impliqués. €n effet,
bien que physiologiquement présents
dans cette zone [2], ol ils contribuent
vraisemblablement a la régulation du
microbiote et a I’homéostasie du tissu,
leur présence durant cette transition
Iésionnelle est limitée au tissu conjonc-
tif (stroma), sans qu’ils s’intégrent &
I’épithélium, contrairement aux granu-
locytes neutrophiles, dont le r6le cancé-
rogéne a été identifié [5].

L'analyse bio-informatique des résultats
a révélé que la voie de signalisation
de I'interleukine-17A est la plus spé-
cifiquement activée dans les cellules
cancéreuses (par comparaison aux voies
de signalisation du TNFaL, de I'interleu-
kine-6, et du TGFB) et joue un rdle clé
dans la cancérogenese. Les résultats
d’expériences d’inhibition de I'interleu-
kine-17A chez la souris ont permis de
conclure que cette cytokine est indis-
pensable a la formation de carcinomes.
De plus, un traitement avec Iinterleu-
kine-17A sur des modeles d’organoides
reproduisant la progression lésionnelle
in vitro, a montré un effet direct sur
la transformation des cellules épithé-
liales [5].

Nous avons montré, dans le modeéle
murin, que les lymphocytes T Y0 sécré-
tant I'interleukine-17A favorisaient éga-
lement la cancérogenése en entrainant
le recrutement local des granulocytes
neutrophiles pro-inflammatoires pro-
tumoraux, qui sont ensuite recrutés au
sein de I’épithélium grace a sa sécrétion
des cytokines CXCL5 et CXCL7 induite en
réponse a Iinterleukine-17A (Figures 1B
et 2). Le recrutement des lymphocytes
T vd, quant a lui, s’explique par les
blessures répétées infligées a la région
anorectale pour maintenir des plaies
chroniques. €n effet, il a précédem-
ment été montré que des blessures
cutanées induisaient le recrutement de

lymphocytes T Y8 sécrétant I'interleu-
kine-17A, qui permet aux cellules de
réparer ces blessures via le facteur de
transcription inductible par I’hypoxie
HIFlow [8]. Comme de nombreuses cel-
lules immunitaires, les lymphocytes T
vO présentent un tropisme, qui est ici
défini par leurs chaines y et 8. Selon le
tissu, les lymphocytes T y0 a chaine Vy6
ou Vy4 vont participer a la réparation de
blessures [9].

Nos résultats sont cohérents avec ceux
d’une autre équipe de recherche montrant
le role cancérogene des lymphocytes T
v0 sécrétant Iinterleukine-17A dans les
cancers colorectaux : ces lymphocytes
induisent I'accumulation et I'expansion
de cellules immunosuppressives de la
lignée myéloide, comme des granulocytes
neutrophiles et des macrophages immu-
nosuppresseurs [10]. Cependant, dans
notre modele, les granulocytes neutro-
philes recrutés dans la zone de transition
anorectale sont pro-inflammatoires et
non immunosuppresseurs.

Laxe interleukine 17A - granulocytes
neutrophiles : une cible potentielle
pour bloquer la carcinogenese

a la jonction anorectale

Linhibition expérimentale de I’interleu-
kine-17A chez la souris stoppe le déve-
loppement de la Iésion de la jonction
anorectale a un stade pré-cancéreux
en bloquant la cascade de recrute-
ment local et intra-épithélial des gra-
nulocytes neutrophiles (Figure I1C). Il
convient donc de s’interroger sur la
possibilité d’une utilisation médicale
des anticorps bloquant I’interleukine-
17A en cas de dysplasie de la jonction
anorectale diagnostiquée a un stade
précoce, d’autant plus que ces anticorps
(secukinumab, ixekizumab) sont déja
utilisés pour traiter le psoriasis (une
maladie cutanée provoquée par un exces
d’interleukine-17A) ou la polyarthrite
rhumatoide [11]. Il conviendrait aussi
d’étudier expérimentalement I'effet de
I’inhibition de Iinterleukine-17A a des
stades plus tardifs du développement
tumoral afin d’envisager la possibilité
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