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RESUME 

L’immunothérapie par anti-CTLA-4 et anti-PD-1 a révolutionné le champ des thérapeutiques 

anticancéreuses et le pronostic des patients atteints de mélanome métastatique. Malgré ces 

avancées, certains patients n’ont pas de bénéfice au traitement. La recherche de 

biomarqueurs prédictifs de réponse est d’un grand intérêt afin d’adapter au mieux le 

traitement pour chaque patient. Nous avons analysé par cytométrie en flux les cellules du 

système immunitaire de dix-neuf patients atteints de mélanome métastatique, leur niveau 

de différenciation et d’activation ainsi que leur production en cytokines. Nous avons ensuite 

comparé les résultats obtenus chez les patients répondeurs et non répondeurs, avant et 

après le début du traitement par immunothérapie. Chez les patients répondeurs, nous 

retrouvons une fréquence significativement plus élevée des LT CD4+ avant et après le début 

du traitement, associée à une sécrétion plus importante d’IL-4, IL-13 et IL-9. Les patients 

répondeurs présentent également une fréquence plus élevée de lymphocytes T reg avant le 

traitement. De plus, les mDC et monocytes ont un profil cellulaire plus activé chez les 

patients répondeurs. Ces données suggèrent d’une part un rôle actif des LT CD4+ LTh2 et 

LTh9 dans l’activité antitumorale en lien avec l’immunothérapie et d’autre part un effet de 

l’immunothérapie via les lymphocytes T reg. Nous présentons ici les résultats préliminaires 

de ces données qui sont nombreuses et dont l’analyse complète devrait nous permettre de 

mieux comprendre le système immunitaire des patients en situation tumorale, afin 

d’optimiser la prise en charge thérapeutique ainsi que la gestion des effets secondaires liés 

au traitement.  
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MOTS CLES 

Anti-CTLA-4, anti-PD-1, biomarqueur, bloqueurs de points de contrôle immunitaire, cellules 
dendritiques, cytométrie en flux, cytokines, immunomonitoring, immunophénotypage, 
immunothérapie, lymphocytes T régulateurs, mélanome métastatique, monocytes 

 

 

ABREVIATIONS 

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 

CBNPC : Cancer Bronchique Non à Petites Cellules  

CD : Cluster of Differentiation 

CD25 : chaine alpha du récepteur à l’IL-2  

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4 

DC : Cellules Dendritiques  

mDC : Cellules Dendritiques myéloïdes 

pDC : Cellules Dendritiques plasmacytoïdes 

EILI : Effets Indésirables Liés à l’Immunité  

FDA : Food and Drug Administration 

FoxP3 : Forkhead box P3 

IL : InterLeukine  

INCA : Institut National CAncer 

INF- : Interféron   

LT : Lymphocytes T 

LTh1 : Lymphocytes T helper 1 

LTh2 : Lymphocytes T helper 2 

LTh9 : Lymphocytes T helper 9 

LB : Lymphocytes B 

MFI : Intensité Moyenne de Fluorescence 

NK : cellules Natural Killers 

NKT : Lymphocytes T Natural Killers 

P1 : Premier prélèvement 

P2 : Deuxième prélèvement 

PAMPs : Pathogen Associated Molecular Pattern   

PBMC : cellules mononuclées du sang périphérique 

PD-1 : Programmed Death 1 

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1 

PHA : Phytohémagglutinine A 

RECIST : Response Evaluation Criteria In Solid Tumors 

TA : Température Ambiante 

TCR : T-Cell Receptor 

TIL : Lymphocytes Infiltrant la Tumeur 

TLR : Toll Like Receptor  

TNF : Tumor Necrosis Factor  

T reg : Lymphocytes T régulateurs
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INTRODUCTION 

Ces dernières années ont été marquées par des avancées considérables dans le domaine du 

traitement des mélanomes métastatiques de stade III inopérables et de stade IV. Les 

connaissances dans le champ de l’immunothérapie et plus spécifiquement de 

l’immunothérapie des cancers n’ont cessé de croître et ont permis une véritable 

modification du paysage thérapeutique avec l’arrivée des bloqueurs de points de contrôle 

immunitaire ou « immune checkpoints inhibitors » : les anticorps monoclonaux anti-CTLA-4, 

anti-PD-1 et anti-PD-L1. L’immunothérapie a ainsi permis de transformer le pronostic des 

patients atteints de mélanome à un stade avancé, patients pour lesquels il y a une dizaine 

d’année, le traitement systémique de référence reposait principalement sur la 

chimiothérapie standard par dacarbazine avec des taux de survie de 10 à 15% à 5 ans et une 

médiane de survie de 8 à 10 mois (1). 

Malgré ces avancées thérapeutiques, certains patients n’ont pas de bénéfice durable sous 

traitement voire ne présentent aucun bénéfice. En effet, les taux de réponse objective pour 

les immunothérapies par anti-PD-1 sont d’environ 35 % tandis que les taux de survie globale 

sont autour de 50% à deux ans (2–4). Par ailleurs, ces traitements peuvent induire de 

nombreux effets secondaires, appelés « effets indésirables liés à l’immunité » (EILI), pouvant 

parfois nécessiter un arrêt du traitement (5). Plus inquiétant encore, on retrouve dans la 

littérature, des cas d’hyperprogression liés à l’immunothérapie, qui correspondent à une 

augmentation rapide et incontrôlable de la masse tumorale dès le début du traitement (6,7). 

Le champ de l’immunothérapie est vaste et nous sommes seulement à l’aube de la 

compréhension des multiples interactions du système immunitaire avec la tumeur et donc 



- 18 - 

des différentes possibilités thérapeutiques. L’espoir généré par cette approche est immense 

et d’autres formes d’immunothérapie ont été et sont toujours étudiées, parmi lesquelles 

nous pouvons citer la vaccination antitumorale par les cellules dendritiques ou par des 

peptides, le transfert adoptif de lymphocytes T (LT) spécifiques de tumeur, l’injection de 

cytokines, ou encore l’inhibition des lymphocytes T régulateurs (T reg) (8,9). (Figure 1)  

 

 

Ces éléments nous imposent l’objectif de trouver, dans un futur proche, des biomarqueurs 

de réponse à l’immunothérapie, afin de mieux guider le choix du clinicien dans l’arsenal 

thérapeutique qui sera à sa portée. Ces biomarqueurs auront comme objectif non seulement 

de mieux déterminer quel profil de patients bénéficiera le plus d’une thérapie spécifique 

avant le début de celle-ci mais également de prédire les possibles effets secondaires liés à 

ces thérapies et ainsi de mieux évaluer la balance bénéfice/risque pour les différents 

Figure 1 (d’après Galluzzi et al.) - Immunothérapie antitumorale. De multiples voies d’immunothérapie anti-cancéreuse 
ont été développées ces dernières années dont les principales sont les anticorps monoclonaux, les thérapies ciblées, la 

vaccination antitumorale, le transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de tumeur, l’injection de cytokines, 
l’inhibition des lymphocytes T régulateurs. 
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traitements. La définition de ces biomarqueurs sera une étape essentielle à la 

personnalisation du traitement de chaque patient, en fonction des propriétés de son 

système immunitaire et des caractéristiques de sa tumeur, et permettra de développer le 

concept d’immunothérapie ciblée personnalisée qui se profile pour les années à venir. C’est 

dans cet objectif que nous avons réalisé cette étude. 

Dans un premier temps, nous présenterons les données connues sur les liens étroits qui lient 

le mélanome et le système immunitaire. Nous développerons ensuite les mécanismes de 

fonctionnement des immunothérapies anti-CTLA-4 et anti-PD-1. Nous verrons aussi quelles 

pistes de recherches ont déjà été étudiées dans l’objectif de développer des biomarqueurs 

prédictifs de réponse à ces traitements. 

Dans un second temps, nous exposerons les résultats de cette étude qui s’est déroulée entre 

2015 et 2018, au laboratoire de Recherche et Développement de l’Etablissement Français du 

Sang Rhône-Alpes. Cette étude a été réalisée grâce à une étroite collaboration entre le 

service d’Hôpital de Jour de Dermatologie (Service de Dermatologie et Pôle Pluridisciplinaire 

de Médecine, Pr M.-T. Leccia) du Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble, sous la 

direction de Mme la Professeure J. Charles, et l’équipe de recherche et développement de 

l’Etablissement Français du Sang « Immunologie et Immunothérapie des maladies 

chroniques » labellisée INSERM U 1209/CNRS UMR 5309/Centre de recherche UGA, au sein 

de l’Institut pour l’Avancée des Biosciences, sous la direction de Mme le Docteur L. 

Chaperot. 
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▪ La réponse du système immunitaire face au mélanome 

Le mélanome est une tumeur étroitement liée au système immunitaire, comme en 

témoignent l’imprévisibilité de son évolutivité et l’existence de mélanomes métastatiques de 

primitifs inconnus, très probablement liés à des phénomènes de régression spontanée. 

La faculté du système immunitaire à reconnaître et à se défendre contre la transformation 

des cellules normales en cellules tumorales repose sur un double mécanisme de défense, 

dont les actions sont parallèles et complémentaires : l’immunité innée et l’immunité 

adaptative. L’immunité innée correspond à une réponse immunitaire immédiate, non 

spécifique, et repose sur des mécanismes humoraux (complément, cytokines, protéines) et 

cellulaires dont les macrophages, les cellules dendritiques (DC), les polynucléaires 

neutrophiles et éosinophiles, les mastocytes, les lymphocytes Tγ/δ, les lymphocytes T 

Natural Killer (NKT) et les cellules Natural Killer (NK). Elle est déclenchée par la présence de 

signaux de danger libérés par la cellule tumorale. Les DC, cellules présentatrices d’antigènes 

dites professionnelles, ont une capacité importante à leur stade immature de 

reconnaissance des signaux de danger qui conduit à leur activation rapide. Ces signaux de 

danger sont des motifs hautement conservés appelés PAMPs « Pathogen Associated 

Molecular Pattern » composés principalement de fragments d’acides nucléiques reconnus 

par des récepteurs spécifiques de l’immunité innée tels que les TLR « Toll Like Receptor » 

exprimés principalement par les cellules dendritiques. 

Les DC sont également capables de capter et présenter des antigènes tumoraux qui sont 

ainsi internalisés puis apprêtés, c’est-à-dire clivés en peptides par la cellule dendritique pour 

être associés aux molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Les DC 

migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques, où elles présentent les antigènes tumoraux 
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aux lymphocytes T spécifiques de l’antigène CD4+ et CD8+ cytotoxiques via les molécules du 

CMH de classe I ou II respectivement et induisent ainsi l’initiation de la réponse immune 

antitumorale. Les DC matures expriment à leur surface de grandes quantités de molécules 

de co-stimulation qui seront indispensables à l’activation des lymphocytes (Figure 2). Par ces 

mécanismes, elles jouent un rôle fondamental dans la reconnaissance de la distinction entre 

le « soi » et le « non-soi » et font le lien entre immunité innée et adaptative (8,10). 

 

 

L’immunité adaptative est une réponse spécifique à l’antigène, médiée par les lymphocytes 

T CD3+ (T CD4+ et T CD8+) et les lymphocytes B (LB). En contexte tumoral, c’est 

principalement l’immunité des lymphocytes T qui entre en jeu. Après présentation par les 

cellules présentatrices d’antigènes, l’antigène va être reconnu par le récepteur du 

lymphocyte T (TCR) qui va de ce fait s’activer et se différencier en fonction des différentes 

Figure 2 (d’après Chen et al) - Principales voies de co-stimulation et de co-inhibition 
entre cellules présentatrices d’antigènes et lymphocytes T effecteurs 
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cytokines produites. Plusieurs sous-populations de LT CD4+ ont été décrites : les lymphocytes 

Th 1 (LTh1) ont un rôle antitumoral majeur par la sécrétion de l’INF-γ, du TNF-α et de l’IL-2. 

Les lymphocytes Th 2 (LTh2) sécrètent majoritairement l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 et ont un rôle 

dans la différenciation des LB pour la production d’anticorps. Les lymphocytes Th 17 (LTh17) 

produisent l’IL-17 et l’IL-22 ; les lymphocytes Th 9 (LTh9) produisent de l’IL-9 et seraient 

induits à partir des LTh2 sous l’influence du TGF-β. Enfin, les lymphocytes T régulateurs qui 

peuvent avoir une origine naturelle c’est-à-dire produits dans le thymus mais également 

périphérique c’est-à-dire développés à partir de lymphocytes T CD4+ naïfs, sécrètent de l’IL-

10 et diminuent la production d’IL-2 (11,12). Les lymphocytes T CD8+ vont quant à eux 

migrer vers les cellules tumorales où ils vont pouvoir exercer leurs fonctions cytotoxiques. 

▪ Les mécanismes d’échappement à l’immuno-surveillance 

Lors de la progression tumorale, le système immunitaire est ainsi capable de détecter les 

cellules cancéreuses dès leur apparition et de les détruire avant la formation d’une tumeur 

cliniquement détectable. Ce processus est nommé l’immuno-surveillance antitumorale (8). 

Cependant, certains mécanismes vont permettre à la cellule tumorale de pouvoir se 

développer malgré cette pression du système immunitaire, c’est la phase d’échappement à 

l’immuno-surveillance. Cette phase est précédée par une phase d’équilibre, relation 

dynamique entre le système immunitaire et la tumeur, durant laquelle les cellules tumorales 

restent dormantes et où le système immunitaire n’est pas capable de les éradiquer 

totalement. Cette phase d’équilibre peut durer plusieurs années (8,13–15). (Figure 3) 
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Figure 3 (d’après Dunn et al.) - Les 3 E de l’immuno-surveillance ; a. Phase d’élimination, b. Phase d’équilibre, c. Phase 
d’échappement. 

 

La phase d’échappement à l’immuno-surveillance survient par deux grands mécanismes de 

contournement de la réponse immunitaire par la cellule tumorale et lui permet ainsi de se 

développer, se multiplier et envahir les tissus voisins ou à distance de la tumeur primitive. Le 

premier est l’immuno-sélection, qui est engendrée par la pression de sélection exercée par 

le système immunitaire sur la tumeur et aboutit à la sélection de cellules tumorales non 

reconnues par le système immunitaire. Les mécanismes de l’immuno-sélection sont 

multiples, parmi lesquels la perte des antigènes tumoraux, la perte des ligands activateurs 

des cellules NK, des défauts dans la voie de présentation de l’antigène ou encore la perte de 

réponse à l’INF-γ (8,14). 

Le deuxième mécanisme est l’immuno-subversion, qui correspond au recrutement des 

cellules immunosuppressives et parallèlement, à l’inhibition des fonctions des cellules 

antitumorales. Les cellules immunosuppressives sont représentées par les T reg, les 

macrophages, les cellules myéloïdes immunosuppressives (MDSC). Les processus d’inhibition 

des fonctions des cellules antitumorales par la tumeur sont multiples, l’un d’eux nous 

intéressera tout particulièrement : il s’agit de l’’expression par la tumeur ou par le micro-
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environnement tumoral de ligands des récepteurs inhibiteurs des lymphocytes : CTLA-4 et 

PD-1 entre autres, appelés « points de contrôle immunitaire ». La capacité par la tumeur de 

moduler l’expression des points de contrôle immunitaire est un des mécanismes essentiels à 

l’immuno-subversion et ainsi à l’échappement tumoral (8,14,16). 

▪ Les points de contrôle immunitaire 

En situation physiologique, ces points de contrôle immunitaire ont un rôle central dans la 

régulation et la modulation de l’intensité et de la durée de la réponse immunitaire ainsi que 

dans le maintien de la tolérance du soi. Nous développerons ici les deux principaux points de 

contrôle connus qui ont permis le développement à visée thérapeutique des bloqueurs des 

points de contrôle immunitaire. 

CTLA-4 est une molécule inhibitrice présente à la surface du lymphocyte T activé, dont les 

ligands B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86) se présentent à la surface des cellules dendritiques. Il 

s’agit des mêmes ligands que ceux du CD28, principale molécule de co-stimulation présente 

à la surface du lymphocyte, qui sera donc en compétition avec le CTLA-4. La liaison du couple 

CTLA-4 ~ B7 va entrainer une cascade de voies de signalisations intracellulaires et en 

particulier la liaison du motif YVKM avec la tyrosine phosphatase SHP2 et la sérine/thréonine 

phosphatase PP2A. SHP2 et PP2A vont induire l’arrêt du cycle cellulaire et l’arrêt de la 

production de cytokines par l’inhibition de la signalisation proximale du TCR. La voie du 

CTLA-4 va ainsi avoir un rôle essentiel dans la régulation de la réponse immune lors de la 

phase d’initiation induite par les cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques (8). 

(Figure 4) 
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Figure 4 (d’après Caux et al.) - Différence entre le blocage CTLA-4/B7 et le blocage PD-1/PD-L1 

 

PD-1 est une molécule inhibitrice présente à la surface des lymphocytes T, dont les ligands 

PD-L1 ou PD-L2 se trouvent au niveau de la cellule tumorale ou des cellules de l’infiltrat 

immunitaire. La liaison du couple PD-L1/L2 ~ PD-1 entraîne entre autres la phosphorylation 

du domaine intra-cytoplasmique du PD-1 qui va ensuite recruter SHP2 et SHP1, induire 

l’inhibition de la signalisation proximale du TCR et de ce fait limiter l’activation et l’expansion 

des LT. La voie du PD-1 inhibe ainsi la réponse T effectrice au niveau du site tumoral. (Figure 

4) 

▪ Thérapeutiques anti-CTLA-4 et anti-PD-1 

Le blocage de ces deux points de contrôle de l’immunité a ainsi comme objectif, en réalisant 

l’inhibition d’un signal inhibiteur, de restaurer l’action du système immunitaire contre la 

tumeur. Les thérapeutiques développées dans le traitement du mélanome sont l’ipilimumab 
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et le tremelimumab (anticorps monoclonaux anti-CTLA-4), le nivolumab et le pembrolizumab 

(anticorps monoclonaux anti-PD-1) et l’atezolizumab (anticorps anti-PD-L1). (Figure 4) 

Ainsi, les dernières recommandations de l’Institut National du Cancer (INCA) publiées en 

2017 placent les anticorps monoclonaux anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) en 

traitement de première ligne pour les patients non porteurs de la mutation BRAF V600 et les 

anticorps anti-CTLA-4 (ipilimumab) en traitement de seconde ligne. Les associations 

d’immunothérapie (nivolumab et ipilimumab) ont obtenu l’autorisation de mise sur le 

marché (AMM) du fait d’une efficacité supérieure mais sont associées à des effets 

secondaires importants, ce qui pourrait en limiter l’utilisation à un sous-groupe de patients 

répondant à certains critères (statut OMS 0 ou 1, absence de co-morbidités, absence de 

métastases leptoméningées ou cérébrales non contrôlées). De plus, des discussions sont en 

cours au niveau des instances nationales afin de maintenir l’accès à l’ipilimumab et sa prise 

en charge financière en monothérapie ou en combinaison.  

Concernant les patients porteurs de la mutation BRAF V600, les recommandations reposent 

sur l’association d’une molécule anti-BRAF et d’une molécule anti-MEK pour le traitement de 

première ligne, hormis chez les patients avec une maladie à évolution lente et une masse 

tumorale limitée où l’utilisation des anti-PD-1 en première ligne peut être discutée (2). 

(Annexe 1) 

▪ Biomarqueurs prédictifs 

Depuis l’avènement de l’immunothérapie et afin de mieux guider la stratégie thérapeutique, 

de nombreuses études ont cherché à définir des biomarqueurs prédictifs de réponse. 

Plusieurs voies de recherche ont été développées, s’intéressant au microenvironnement 
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tumoral, à la tumeur elle-même, à l’infiltrat immunitaire mais également au sang 

périphérique (17). (Figure 5) 

 

Figure 5 (d’après Frelau et al.) - Les éléments clés du développement de biomarqueurs de réponse à l’immunothérapie. 
La tumeur elle-même, son microenvironnement et le système immunitaire de l’hôte doivent être considérés ensemble 

pour le développement de biomarqueurs. 

 

Les principaux travaux réalisés ces dernières années se sont intéressés à l’analyse du tissu 

tumoral. L’étude de l’expression sur les cellules cancéreuses et sur les cellules de l’infiltrat 

immunitaire de PD-L1 et PD-1 par immunohistochimie a suscité un notable intérêt de 

recherche. Une étude princeps en 2012 met en évidence un plus haut niveau de réponse 

objective aux anti-PD-1 chez les patients présentant un statut PD-L1 positif sur la tumeur 

(défini par un taux supérieur ou égal à 5% de cellules exprimant PD-L1), dans plusieurs types 

de cancers, comparé aux patients au statut PD-L1 négatif (18). 

Par la suite, plusieurs études ont montré des résultats contradictoires, illustrant la 

complexité de définir l’expression de PD-L1 comme biomarqueur prédictif de réponse. En 

effet, cette analyse se confronte à plusieurs difficultés liées à l’absence de standardisation 

de l’anticorps utilisé pour la détection de PD-L1, au manque d’uniformité du type cellulaire 
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ciblé (cellule cancéreuse ou cellule du microenvironnement) et aux différentes valeurs seuils 

de positivité retenues pour l’expression de PD-L1. L’hétérogénéité de l’expression de PD-L1 

est également à prendre en compte : il s’agit d’une variable dynamique dans le temps, dont 

l’expression peut différer dans un même site tumoral mais également entre site primaire 

tumoral et sites métastatiques (19). 

Concernant les patients atteints de mélanome métastatique, bien que les résultats tendent à 

démontrer que l’expression de PD-L1 est prédictive d’une meilleure réponse à 

l’immunothérapie (20–22), certains patients pour qui l’expression de PD-L1 n’est pas 

retrouvée pourraient également en tirer bénéfice, plus particulièrement en cas d’association 

d’immunothérapie (ipilimumab et nivolumab), comme constaté dans l’étude de Larkin et al. 

en 2015 (23). 

Notons qu’en revanche, pour d’autres cancers, et en particulier le cancer bronchique non à 

petites cellules (CBNPC), le statut PD-L1 est partie intégrante de la stratégie thérapeutique, 

puisque la Food and Drug Administration (FDA), puis la Haute Autorité de Santé (HAS) 

placent le pembrolizumab en première ligne chez les patients atteints de CBNPC 

métastatiques avec expression de PD-L1 supérieure ou égale à 50 %, sur les résultats d’une 

étude de phase III (24–26). 

Ainsi, les données actuelles pour le mélanome métastatique ne nous permettent pas 

d’inclure le statut PD-L1 à lui seul dans la stratégie thérapeutique, mais l’espoir est de 

pouvoir l’intégrer dans un biomarqueur multiparamétrique. 

Dans cet objectif, plusieurs études se sont intéressées au micro-environnement tumoral et 

plus particulièrement à l’infiltrat lymphocytaire. On sait depuis les années 1980 que la 

présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) est corrélée à un meilleur pronostic et 
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ceci dans de nombreux cancers solides (8). Plus précisément, un haut niveau d’infiltration 

par les LT CD8+ PD-L1+ reflèterait une meilleure réponse clinique et une augmentation du 

nombre de ces cellules dans l’infiltrat tumoral pendant le traitement est retrouvée chez les 

patients répondeurs (20–22,27,28). 

Venant confirmer ces données, l’étude de Daud et al. retrouve dans un groupe de patients 

atteints de mélanome métastatique, une corrélation entre une meilleure réponse à 

l’immunothérapie et un plus fort taux de LT CD8+ CTLA-4+ PD1+ sur des biopsies avant 

traitement (27). 

Néanmoins, ces méthodes sont confrontées à diverses limites parmi lesquelles la nécessité 

de posséder du matériel tissulaire en quantité suffisante, l’hétérogénéité du matériel 

tissulaire chez un même patient en fonction du site biopsié ainsi que le nombre limité de 

paramètres pouvant être étudiés (17). 

D’autres travaux se sont intéressés à la charge mutationnelle et à la présence de néo-

antigènes. En effet, l’ADN des cellules tumorales du mélanome possède un niveau élevé de 

charge mutationnelle. Ces mutations génèrent la formation de néo-antigènes, 

potentiellement reconnus par le système immunitaire comme étrangers à l’hôte. Ces néo-

antigènes seraient à l’origine de l’activation des LT et seraient ainsi corrélés à une meilleure 

réponse à l’immunothérapie (29,30). Cette situation parait plus avérée encore en cas 

d’instabilités micro-satellitaires, qui sont inversement corrélées à une meilleure capacité de 

réparation de l’ADN (31). A ce jour, ces données sont prometteuses mais restent 

confrontées à des difficultés techniques, les méthodes de séquençage du génome étant 

complexes et coûteuses. 



- 30 - 

Concernant le profil immunologique sanguin des patients pendant le traitement par 

immunothérapie, très peu d’études sont retrouvées dans la littérature, et jusqu’à peu, 

aucune d’entre elles n’avait réussi à identifier un marqueur de réponse au traitement. 

Huang et al. en 2017 ont exploré le sang périphérique des patients atteints de mélanome 

métastatique traités par immunothérapie, avant et après 12 semaines de traitement, 

comparés à un groupe contrôle. L’étude met en évidence chez les patients une sous-

population de LT CD8+ PD-1+ non fonctionnels, cible des anti-PD-1, capable de se réactiver 

suite à l’immunothérapie (32).  

De façon très récente, Krieg et al. ont décrit qu’un haut niveau de monocytes CD14+CD16-

HLADRhi avant le début du traitement serait un facteur prédictif de survie sans récidive et de 

survie globale, chez une population de vingt patients atteints de mélanome métastatique, 

comparée à des donneurs sains (33). Il s’agissait cependant d’une étude sur une faible 

cohorte et réalisée à partir de l’analyse de cellules mononuclées du sang périphérique 

(PBMC) décongelées. 

Du fait d’une accessibilité aisée et d’une méthode relativement peu invasive, étudier le sang 

périphérique des patients semble être une stratégie attractive afin de développer des 

biomarqueurs prédictifs de réponse à l’immunothérapie. L’intégration de ces biomarqueurs 

dans la stratégie thérapeutique pourra guider le clinicien dans le choix des différentes 

molécules afin de limiter les effets indésirables mais surtout d’augmenter le taux de réponse 

au traitement en améliorant la compréhension des mécanismes de résistance. 
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▪ Notre étude 

Dans cet objectif, nous avons réalisé dans cette étude un immunomonitoring phénotypique 

et fonctionnel par cytométrie en flux des diverses sous-populations immunitaires du sang 

périphérique de patients atteints de mélanome stade IV, avant puis après le début du 

traitement par immunothérapie. Nous faisons l’hypothèse que l’état du système 

immunitaire lors des premières étapes de traitement est susceptible de représenter un 

possible biomarqueur prédictif de réponse à l’immunothérapie.  
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MATERIEL ET METHODES 

▪ Patients 

Dix-neuf patients atteints de mélanome métastatique stade IV traités au CHU de Grenoble 

dans le service de dermatologie ont été inclus dans l’étude, entre décembre 2015 et 

septembre 2017. Notre cohorte comportait onze hommes et huit femmes, l’âge médian 

était de 67 ans et 5 mois. (Tableau 1) 

Six patients avaient reçu un traitement par anti-BRAF seul ou une association anti-BRAF et 

anti-MEK antérieure au traitement par immunothérapie, tandis que pour les treize autres 

patients l’immunothérapie était la première ligne de traitement.  

Onze patients étaient traités par pembrolizumab à la posologie de 2 milligrammes par 

kilogrammes (mg/kg) toutes les 3 semaines, six patients étaient traités par nivolumab à 3 

mg/kg toutes les 2 semaines, deux patients étaient traités par l’association nivolumab (1 

mg/kg toutes les 3 semaines) combiné à l’ipilimumab (3 mg/kg toutes les 3 semaines) 

pendant 4 cures puis en relai par nivolumab 3 mg/kg toutes les 2 semaines. 

Deux prélèvements de sang périphérique sur tubes héparinés ont été réalisés pour chaque 

patient : un premier prélèvement (P1) avant l’immunothérapie et un deuxième prélèvement 

(P2) entre la deuxième et la sixième semaine après la première cure. Ces prélèvements 

étaient acheminés au laboratoire du service recherche et développement pour être traités le 

jour même ou au plus tard dans les vingt-quatre heures après le prélèvement. 
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L’évaluation des patients était réalisée à trois mois puis à six mois après le début du 

traitement et a permis de classer les patients en deux groupes par rapport à la réponse à six 

mois : dix patients répondeurs et neufs patients non répondeurs. 

Le groupe « répondeur » correspondait au groupe de patients n’ayant pas présenté de 

signes de progression clinique ou scannographique. L’évaluation scannographique était 

réalisée selon les critères du Response Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) : une 

réponse complète (RC), une réponse partielle (RP) ou une stabilité de la maladie (SD) 

plaçaient le patient dans le groupe répondeur. La RC était définie comme la disparition de 

toutes les lésions cibles et une dimension inférieure à 10 mm de petit axe pour tous les 

ganglions. La RP était définie comme la diminution d'au moins 30 % de la somme des 

diamètres des lésions cibles par rapport à la somme initiale des diamètres (34). 

Le groupe « non répondeur » correspondait au groupe de patients ayant présenté une 

progression clinique ou scannographique selon les critères RECIST (PD), ou un décès lié à la 

maladie en cours de traitement. Les critères scannographiques correspondaient à une 

augmentation supérieure ou égale à 20 % de la somme des diamètres des lésions cibles par 

rapport à la plus petite somme des diamètres observée durant l’étude. L’apparition d'une ou 

plusieurs nouvelles lésions était également considérée comme progression. 

Le suivi de la réponse à six mois nous a permis de confirmer le profil de réponse pour chaque 

patient et d’éliminer les pseudo-progressions possiblement visibles à l’évaluation 

scannographique des trois mois. 

Tous les patients ont donné leur consentement oral et écrit après information claire loyale et 

appropriée, avant le début de l’étude.  
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Patients Sexe Âge Traitement Réponse 
Traitement 
antérieur 

16MEL040 Masculin 64 pembrolizumab Non répondeur Non 

16MEL041  Féminin 78 pembrolizumab Non répondeur Non 

16MEL047 Masculin 61 pembrolizumab Répondeur Oui 

16MEL049 Féminin 86 pembrolizumab Répondeur Non 

16MEL050 Masculin 66 pembrolizumab Non répondeur Oui 

16MEL051 Féminin 33 nivolumab Répondeur Oui 

16MEL052 Masculin 68 pembrolizumab Répondeur Non 

16MEL055 Masculin 61 nivolumab-ipilimumab Répondeur Non 

16MEL056 Masculin 71 nivolumab Répondeur Non 

16MEL058 Masculin 78 nivolumab-ipilimumab Répondeur Non 

16MEL059 Masculin 83 nivolumab Répondeur Non 

16MEL060  Féminin 65 nivolumab Non répondeur Non 

17MEL061 Féminin 74 pembrolizumab Non répondeur Non 

17MEL062 Féminin 73 pembrolizumab Non répondeur Oui 

17MEL064 Féminin 57 pembrolizumab Non répondeur Oui 

17MEL066 Masculin 53 pembrolizumab Non répondeur Oui 

17MEL070 Masculin 65 nivolumab Non répondeur Non 

17MEL110 Féminin 85 nivolumab Répondeur Non 

17MEL125 Masculin 61 pembrolizumab Répondeur non 

 

Tableau 1 - Cohorte de patients 

▪ Phénotypage du sang total  

Quatre tubes contenant 100 µL de sang total ont été incubés avec 50 µL de l’un des 4 mix 

d’anticorps (DC pour les sous-populations de cellules dendritiques ; T pour les sous-

populations LT ; MBNK pour les sous-populations de Monocytes, LB et NK ; Mel Suivi pour les 

LT et molécules clés dans le traitement) pendant 30 min à l’obscurité à température 

ambiante (TA). Au bout de 30 minutes, ajout de 2 mL de FACS lysing (BD) dans chaque tube 

pour la lyse des hématies puis incubation 10 minutes à l’obscurité à TA. Après 10 minutes, 

lavage avec du PBS (Gibco, Life Technologie) puis centrifugation 5 minutes à 600g. 

Elimination du surnageant et reprise du culot dans 500 µL de PBS. Avant passage en 

cytométrie en flux (FACS Canto II, BD Biosciences), 15µL de bille « count bright » (Life 

Technologie) ont été ajoutées pour la quantification cellulaire. L’analyse des résultats a été 

faite sous le logiciel FlowJo. 
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Tableau 2 - Mix d'anticorps utilisés pour les tubes DC, T, MBNK et Mel suivi 

 

Ces marquages ont permis de définir une trentaine de sous-populations et leur état de 

différenciation et/ou d’activation par la mesure d’expression des marqueurs de surface 

recherchés : par exemple CD40 et CD86 chez les DC ; CD25, CD127, CD134, CD137 et CD278 

chez les LT ; CD16 et CD66b pour les cellules myéloïdes et HLA-DR pour l’ensemble des 

cellules. (Tableau 2) 

▪ Activation des cellules sur sang total  

Trois tubes contenant 100µL de sang total ont été incubés avec 100µL de milieu contenant 

soit du R848 (5µg/mL), agoniste du ligand du récepteur TLR7/8, soit de la 

phytohémagglutinine A (PHA) (10µg/mL) soit du milieu de contrôle (RPMI-SVF 10%), à 

l’étuve 37°C - 5% CO2 pendant 24 heures. Le R848 permet l’activation des cellules 

dendritiques myéloïdes et plasmacytoïdes. La PHA permet la stimulation et l’activation des 

lymphocytes T. 

Deux fois 25µL de surnageant ont été collectés après 24 heures de culture puis congelés. Les 

cytokines IL-10, IL-12, IL-17, IL-2, IL-21, IFN-γ, TNF-α, IL-13, IL-9, IL-1β et IL-4 ont été 

quantifiées par Cytometric Beads Array (CBA). 

Fluorochrome Tube MeI suivi Tube DC Tube T Tube MBNK 

FITC CD4 Lin CD4 CD5 

PE  4-1BB (CD137) CD141 CRTH2 CD16 

PerCP-Cy5,5 OX40 (CD134) CD123 CD8 CD56 

PE-Cy7 CD3 HLA-DR HLA-DR HLA-DR 

APC CD8 CD40 CD25 CD14 

APC-H7 CD45 CD45 CD45 CD45 

BV421 ICOS (CD278) CD11c CD127 CD66b 

BV510 CD56 CD86 CD3 CD19 
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▪ Isolation et congélation du plasma et des cellules  

Dans un premier temps, des aliquots de plasma de 2 x 100 µL et 2 x 1 mL ont été récupérés 

après centrifugation du sang à 800g pendant 10 minutes. Les aliquots sont conservés à -

80°C. Le reste du sang a été dilué avec du PBS dans un volume final de 30mL puis déposé sur 

15 mL de Ficoll (Eurobio), puis centrifugé 30 minutes à 800g. Récupération de l’anneau de 

PBMC dans un autre tube puis lavage avec 12 mL de PBS froid (centrifugation 10 minutes à 

400g à 4°C). Elimination du surnageant puis lavage du culot avec 10 mL de PBS froid pour 

l’élimination des plaquettes (centrifugation 10 minutes à 200g). Entre-temps 100 µL de 

suspension cellulaire ont été prélevés pour une numération cellulaire au PENTRA 

(automate). Elimination du surnageant et reprise du culot avec 0,5 mL de solution de RPMI-

SVF 50% et 0,5 mL de solution de RPMI-SVF 25%-DMSO 20%. La suspension cellulaire a été 

déposée dans une ampoule de congélation puis conservée dans l’azote liquide à -196°C 

(après une descente lente en température). Ces échantillons congelés pourront servir pour 

des analyses ultérieures. Les différentes étapes sont résumées dans la Figure 6. 

 

 
Figure 6 - Logigramme des analyses réalisées 
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▪ Stratégie de gating sous FlowJo 

Les analyses des résultats ont été faites à partir des deux prélèvements : un premier 

prélèvement avant traitement (P1) et un deuxième prélèvement (P2) au début du traitement 

(2 à 6 semaines après la première cure). Les résultats sont analysés sous FlowJo où des 

stratégies de gating ont été mises au point pour chaque tube : DC, T, MBNK et Mel Suivi 

(Figure 7, Annexe 2). Toutes les stratégies de gating ont été validées par une deuxième 

personne. 

 
 
 

Figure 7 - Stratégie de gating pour le tube DC 
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▪ Analyses statistiques des données 

Les tableaux de données ont été générés sous Excel après le gating manuel des différentes 

sous-populations des quatre tubes sous FlowJo. Les valeurs aberrantes ont été recherchées 

et analysées pour valider leur maintien ou élimination, par exemple si un problème 

technique était détecté. Les analyses statistiques ont été effectuées sous le logiciel Rstudio 

en utilisant un test de corrélation de spearman afin de rechercher une corrélation entre 

deux variables, test significatif si p-value < 0.001 (***), p-value < 0,01 (**) et p-value < 0,05 

(*). Pour les tests de comparaisons des patients répondeurs et des non répondeurs, un test 

statistique de Student était réalisé (paramétrique, variances égales), de Welch 

(paramétrique, variances non égales) ou de Wilcoxon (non paramétrique), tests significatifs 

si p < 0,05 après une analyse d’une distribution normale des résultats par un test de Shapiro 

avec p-value > 0,07 (Annexe 3). Certaines analyses ont été faites sous Graphpad Prism.  



- 39 - 

RESULTATS  

Dans ce travail, nous avons cherché à identifier des biomarqueurs prédictifs de réponse au 

traitement par immunothérapie, en recherchant une différence significative entre les 

patients répondeurs et les patients non répondeurs sur les différentes sous-populations des 

cellules du système immunitaire retrouvées dans le sang périphérique, avant traitement (P1) 

et après le début du traitement (P2). 

Les principales populations cellulaires étudiées dans ce rapport sont les cellules 

mononuclées qui comprennent les cellules dendritiques myéloïdes (mDC), les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC), les NK, les monocytes, les LB et les différentes sous-

populations de LT (T reg, LT CD4+, LT CD8+). Nous avons également analysé les polynucléaires 

qui comprennent les éosinophiles, les neutrophiles et les basophiles. Les basophiles ont une 

taille et une granularité qui les placent en cytométrie en flux dans la fenêtre des cellules 

mononuclées. Les différents types cellulaires ont été identifiés à l’aide de fenêtres définies 

sur la base de l’expression de marqueurs spécifiques de chaque sous-population. Leurs 

fréquences, numérations (cellule/µL) et MFI (intensité moyenne de fluorescence) pour 

différents marqueurs ont été analysées. 

Nous avons ainsi réalisé, au P1 et P2 et pour chaque sous-populations de cellules, différents 

tests statistiques de comparaisons entre les deux groupes de patients afin de rechercher une 

corrélation entre les fréquences ou les numérations et la réponse au traitement. Lorsqu’un 

résultat significatif sur une sous-population était retrouvé, nous avons ensuite analysé sa 

variation au cours du temps entre les deux prélèvements ainsi que le niveau d’activation de 

la cellule, en explorant les MFI pour différents marqueurs. 
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Enfin, nous avons étudié la production de cytokines par l’ensemble des cellules après 

activation in vitro par PHA et R848 afin de rechercher une différence entre les patients 

répondeurs et les non répondeurs, avant puis après le début du traitement. 

L’analyse complète des résultats des analyses statistiques sur différentes sous-populations 

est présentée dans le tableau en Annexe 4. L’analyse complète des résultats de la production 

des différentes cytokines est présentée dans le tableau en Annexe 5 après stimulation en 

PHA et en Annexe 6 après stimulation au R848. Nous détaillerons ici uniquement les 

principaux résultats significatifs, résumés dans le Tableau 3, ainsi que les données non 

significatives mais néanmoins analysées en détail suite aux travaux de Krieg et al. 

Populations Prélèvement Paramètres Test statistiques p-values Significatif ? Tendance 

LT CD4+ 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,04653 Oui R >NR 
Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,03898 Oui R >NR 

P2 
Numération (cellule/µL) Welch two sample t-test 0,08565 Non R >NR 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,04888 Oui R >NR 

Treg 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,06781 Non R >NR 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,04318 Oui R >NR 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,1079 Non / 

Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,01247 Oui R >NR 

mDC 
BDCA3- 

P1 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,2213 Non / 

Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,4363 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,6806 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,003561 Oui NR > R 

Monocytes 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,05685 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,8399 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,2076 Non / 

Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,9583 Non / 

 

Tableau 3 - Analyses comparatives entre groupe répondeur et non répondeur au premier et deuxième prélèvement 

▪ Lymphocytes T CD4+ 

La fréquence des lymphocytes T CD4+ apparait significativement plus élevée chez les patients 

répondeurs que chez les non répondeurs, avant traitement (p=0,03) et après le début du 

traitement (p=0,04) (Figure 8). La numération des lymphocytes T CD4+ apparait également 

plus élevée chez les patients répondeurs avant traitement (p=0,04). (Tableau 3) 
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Figure 8a - Fréquence des LT CD4+ au P1                                                Figure 8b - Fréquence des LT CD4+ au P2 

 

Nous avons analysé la variation de fréquence au cours du temps pour les LT CD4+ pour les 

patients répondeurs et non répondeurs. Nous remarquons que la fréquence des LT CD4+ 

diminue de façon significative entre les deux prélèvements chez les patients répondeurs 

uniquement (p=0,03). (Figure 9) 

 

Figure 9 - Evolution des LT CD4 + au cours du temps pour les deux groupes 

 

Wilcoxon test : 
p = 0,03 

Two sample t-test : 
p = 0,04 

Wilcoxon test : 
p = 0,03 
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Afin de mieux caractériser cette sous-population LT CD4+ et de distinguer leur profil 

fonctionnel cytokinique nous avons recherché une corrélation entre la production après 

activation en PHA des différentes cytokines en pg/mL et la numération en LT CD4+. Nous 

pouvons observer qu’il existe une corrélation statistiquement significative pour l’IL-2 

(r=0,53*), l’IL-4 (r=0,55**), l’IL-9 (r=0,68***) et l’IL-13 (r=0,65**) suggérant que ce sont bien 

les LT CD4+ qui produisent ces cytokines dans notre test (Figure 10). Nous ne retrouvons pas 

en revanche de telles corrélations pour les autres cytokines, en particulier l’IFN-γ et le TNF-α 

avec la numération en LT CD4+ (non montré). 

 

Figure 10 - Corrélation entre la numération de LT DC4+ (cell/mL) et les cytokines IL-2 (p<0,05), IL-4 (p<0,01), IL-9 (p<0,001) 
et IL-13 (p<0,01) (pg/mL) en stimulation PHA 

 

Nous avons ensuite recherché une différence de production de ces cytokines après 

stimulation en PHA entre répondeurs et non répondeurs, avant et après le début du 

traitement. Nous observons qu’il existe une différence dans la production d’IL-4 qui apparait 
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significativement plus importante chez les patients répondeurs que chez les non répondeurs 

après traitement (p=0,009) (Figure 11). De façon non significative mais apparente, la 

production d’IL-9 et d’IL-13 se révèle plus importante chez les répondeurs que chez les non 

répondeurs au deuxième prélèvement (p=0,08 et p=0,07 respectivement) (Figure 12 et 

Figure 13). Nous n’observons pas en revanche de différence significative dans la production 

d’IL-2 entre les deux groupes (Annexe 5).  

 

Figure 11 – Comparaison de la production d’IL-4 chez les répondeurs et non répondeurs  

au P1 (gauche) et au P2 (droite) en PHA 

 

 

Figure 12 - Comparaison de la production d’IL-9 chez les répondeurs et non répondeurs  

au P1 (gauche) et au P2 (droite) en PHA 

Two sample t-test : 
p = 0,009 

Two sample t-test : 
p = 0,09 

Two sample t-test : 
p = 0,8 

Wilcoxon test : 
p = 0,08 
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Figure 13 - Comparaison de la production d’IL-13 chez les répondeurs et non répondeurs  

au P1 (gauche) et au P2 (droite) en PHA 

 

Dans notre stratégie d’analyse, il est possible d’identifier les LTh2 qui se caractérisent par 

l’expression à leur surface du marqueur CRTh2. Nous avons voulu regarder si la fréquence et 

la numération de ces cellules était différente entre répondeurs et non répondeurs. Nous 

retrouvons une numération plus élevée chez les patients répondeurs par rapport aux 

patients non répondeurs, da façon presque significative avant le traitement et de façon 

statistiquement significative après le traitement. (Figure 14) 

Two sample t-test : 
p = 0,1 

Two sample t-test : 
p = 0,07 
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Figure 14 - Numération des LTh2 au P1 (à gauche) et au P2 (à droite) 

 

Nos résultats retrouvent donc chez les patients répondeurs, une fréquence de LT CD4+ plus 

élevée que chez les patients non répondeurs avant et après le début du traitement, avec une 

légère diminution de cette fréquence au cours du temps uniquement chez les patients 

répondeurs. Parmi les LT CD4+, les LTh2 ont une numération augmentée chez les patients 

répondeurs. La population cellulaire des LT CD4+ est corrélée à la production après 

stimulation en PHA d’IL-4 et IL-13 mais également à la production d’IL-9 qui est produite par 

les LTh9. Enfin, après le début du traitement, les patients répondeurs ont une production 

plus importante que les patients non répondeurs des cytokines IL-4, IL-9 et IL-13 alors que 

cette différence n’est pas retrouvée avant le traitement par immunothérapie, suggérant une 

activation et un rôle antitumoral des LTh2 et des LTh9.  

▪ Lymphocytes T régulateurs 

Nous avons ensuite analysé de façon plus précise la population des LT CD4+régulateurs. La 

fréquence des T reg apparait significativement plus élevée chez les répondeurs que chez les 

Two sample t-test : 
p = 0,06 

Wilcoxon test : 
p = 0,04 
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non répondeurs (p=0,04) avant le traitement (P1). Cette différence est retrouvée après le 

début du traitement (P2) où la fréquence des T reg est toujours significativement plus élevée 

chez les répondeurs que chez les non répondeurs (p=0,01) (Figure 15). 

 

 

Nous avons ensuite comparé l’évolution de la fréquence des T reg pour les répondeurs et les 

non répondeurs. Il n’y a pas de différence statistiquement significative de variation de leurs 

fréquences au cours du temps dans les deux groupes (Figure 16). 

 

Figure 16 - Evolution des T reg au cours du temps pour les deux groupes 

Figure 15 - Fréquence des T reg au P1 (à gauche) et au P2 (à droite) 

Two sample t-test : 
p = 0,04 

Welch-test : 
p = 0,01 
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Afin d’évaluer la qualité des T reg et leur fonction immunosuppressive sur le micro-

environnement tumoral une analyse de la production de la cytokine IL-10 a été réalisée. Il 

existe une corrélation statistiquement significative entre la fréquence des T reg (%MNC) et la 

concentration en IL-10 (pg/mL) (r = 0,71 ***) (Figure 17), suggérant que lors de l’activation 

en PHA la production d’IL-10 est liée à la sous-population T reg. De plus, nous observons que 

les répondeurs présentent une sécrétion plus importante d’IL-10 par rapport aux non 

répondeurs après stimulation en PHA, mais cette différence n’est pas significative. (Figure 

18) 

 
Figure 17 - Corrélation entre la fréquence des Treg (%MNC) et la concentration en IL-10 (pg/mL) en stimulation PHA 

 

  

Figure 18 - Comparaison de la production d’IL-10 (pg/mL) après stimulation en PHA entre répondeurs et non répondeurs 
au P1 (à gauche) et P2 (à droite) 

Two sample t-test : 
p = 0,1 

Two sample t-test : 
p = 0,1 
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Nous pouvons donc mettre en évidence chez les patients répondeurs une sous-population 

de T reg que l’on retrouve avec une fréquence plus élevée que chez les non répondeurs 

avant et après le début du traitement, et qui est productrice d’IL-10. Cette cytokine 

immunosuppressive semble être produite en quantité plus importante chez les patients 

répondeurs, au P1 et au P2, sans que cette différence soit significative. 

▪ mDC BDCA3- 

La fréquence des mDC BDCA3- apparait significativement moins élevée chez les répondeurs 

que chez les non répondeurs (p=0,003) après le début du traitement (Figure 19). Cette 

différence n’est pas retrouvée avant le début du traitement. La fréquence des mDC BDCA3- 

tend à diminuer chez les répondeurs au cours du temps alors que cette variation n’est pas 

retrouvée chez les patients non répondeurs (p=0,05) (Figure 20). 

 

Figure 19 - Fréquence des mDC BDCA3- au P1 (à gauche) et au P2 (à droite) 

 

Two sample t-test : 
p = 0,003 

Wilcoxon test : 
p = 0,4 
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Figure 20 - Fréquence des mDC BDCA3- au cours du temps dans les deux groupes 

 

Nous avons alors recherché une différence dans le niveau d’expression des marqueurs 

d’activation et de maturation sur cette sous-population entre les deux groupes. On retrouve 

pour les mDC BDCA3- une expression des marqueurs CD86, CD66b et CD16 significativement 

plus élevée chez les répondeurs que chez les non répondeurs avant traitement (p=0,02 ; p= 

0,01 ; p=0,009 respectivement) (Figure 21). Cette différence n’est pas retrouvée après 

traitement. Nous ne retrouvons pas de différence significative pour les marqueurs CD40 et 

HLA-DR (non montrés). 

 

Figure 21 - Boxplots comparatifs entre répondeurs et non-répondeurs sur l'expression des marqueurs CD86, CD66b et 
CD16 (de gauche à droite) avant traitement 

 

Nous voyons donc sur cette population une nette différence entre les patients répondeurs et 

non répondeurs. Les patients répondeurs présentent un profil d’activation de ces cellules 

plus important avant le traitement, avec une diminution de la fréquence de celles-ci après le 

Wilcoxon test : 
p = 0,02 

Wilcoxon test:  
p = 0,01 

Welch t-test :  
p = 0,009 

Test wilcoxon 
p-value = 0,05 
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début du traitement. Les mDC BDCA3- pourraient donc jouer un rôle important dans la 

réponse antitumorale. En revanche, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre la 

fréquence, la numération et la sécrétion d’IL12p70 sous R848, cytokine décrite comme étant 

produite majoritairement par les mDC. 

▪ Monocytes 

Du fait de la publication récente de Krieg et al. proposant qu’un haut niveau de monocytes 

CD14+CD16-HLADRhi avant le début du traitement pourrait être un facteur prédictif de 

réponse au traitement par immunothérapie nous nous sommes également intéressées à 

cette sous-population.  

Dans notre étude, nous ne retrouvons pas de différence significative dans la fréquence des 

monocytes dit classiques CD14+CD16– entre répondeurs et non répondeurs, avant ou après 

initiation du traitement. (Figure 22) (Annexe 4) 

  

Figure 22 - Comparaison de la fréquence des monocytes CD14+ CD16- entre répondeur et non répondeur, 

 au P1 (à gauche) et au P2 (à droite)  

 

Two sample t-test : 
p = 0,8 

Welch test : 
p = 0,9 
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Nous avons cependant cherché à définir le niveau d’activation de ces cellules en analysant 

les différents marqueurs présents à leur surface. Les patients répondeurs présentent une 

expression significativement plus élevée des marqueurs CD86 (p=0,009), CD66b (p=0,01), 

CRTH2 (p=0,02) et CD127 (p=0,02) avant traitement (Figure 23). Après le début du 

traitement, il n’existe plus de différence significative pour CD86, CRTH2 et CD127. 

L’expression de CD66b reste en revanche significativement plus élevée chez les patients 

répondeurs que chez les non répondeurs au P2 (p=0,03) (non montré). 

  

  

Figure 23 - Boxplots comparatifs entre patients répondeurs et non répondeurs de l’expression des marqueurs CD86, 
CD66b, CRTH2 et CD127 (de haut en bas et de gauche à droite) avant traitement 

Wilcoxon test : 
p = 0,009 

Two sample t-test : 
p =0,02 

 Welch t-test : 
p = 0,02 

Welch t-test : 
p = 0,01 
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Nous voyons donc ici que la sous-population des monocytes dits classiques, CD14+CD16-, 

malgré l’absence de différence retrouvée dans la fréquence entre les deux groupes, présente 

des marqueurs d’activation et d’adhésion cellulaires à un niveau plus élevé chez les patients 

répondeurs, principalement avant le traitement, et pourrait ainsi jouer un rôle dans la 

réponse antitumorale. 
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DISCUSSION 

La recherche de biomarqueurs immunologiques prédictifs de réponse au traitement par 

immunothérapie a fait l’objet de nombreuses recherches dès l’avènement des bloqueurs de 

points de contrôle immunitaire : les anti-PD-1 et anti-CTLA-4. En effet, malgré le réel succès 

de cette thérapeutique, seule une partie des patients présente un bénéfice sur la survie 

globale. Le développement de biomarqueurs permettra dans les années à venir d’anticiper le 

mieux possible l’absence de réponse au traitement ou la survenue d’effets secondaires 

graves liés à l’immunité afin de pouvoir orienter la stratégie thérapeutique pour chaque 

patient (médecine personnalisée). Ces recherches nous aident également à mieux 

comprendre le système immunitaire en situation tumorale et de ce fait les mécanismes de 

résistance à l’immunothérapie. 

A l’heure actuelle, très peu d’études ont retrouvé des biomarqueurs prédictifs de réponse au 

niveau du sang périphérique, les recherches étant plutôt concentrées sur le tissu tumoral. En 

utilisant le sang périphérique des patients, nous avons l’avantage d’une méthode accessible, 

réalisable en routine et peu invasive afin de détecter un marqueur prédictif de réponse au 

traitement. 

Dans cet objectif, nous avons analysé par cytométrie en flux les cellules du système 

immunitaire de dix-neuf patients atteints de mélanome métastatique, leur niveau de 

différenciation et d’activation ainsi que leur production en cytokines. Il s’agit d’une analyse 

préliminaire des données dans laquelle nous avons exploré principalement les résultats 

obtenus sur les sous-populations de cellules dont la numération ou la fréquence étaient 

différentes entre patients répondeurs et non répondeurs.  
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▪ Lymphocytes T CD4+  

Les lymphocytes T CD4+, nommés également LT helper (LTh), sont une sous-population de 

cellules dites auxiliaires, composée de plusieurs sous-types fonctionnels en rapport avec 

diverses sécrétions cytokiniques. Les LT CD4+ sont des cellules au rôle majeur dans 

l’orientation des réponses immunes. Dans cette étude, nous retrouvons une fréquence et 

une numération plus élevées de LT CD4+ chez les patients répondeurs, au premier ainsi 

qu’au deuxième prélèvement. Les patients répondeurs présentent une variation de cette 

sous-population entre les deux prélèvements qui est significativement moins élevée après le 

début de l’immunothérapie. Ce résultat pourrait suggérer un recrutement chez les patients 

répondeurs des LT CD4+ au niveau du tissu tumoral ou des organes lymphoïdes secondaires, 

après initiation de l’immunothérapie.  

Il nous a semblé intéressant de comprendre quels sous types fonctionnels de LT CD4+ étaient 

impliqués dans la réponse antitumorale chez les patients répondeurs. Afin de mieux 

caractériser cette sous-population, nous avons analysé les sécrétions des cytokines 

produites après activation en PHA. Nous mettons en évidence une corrélation entre les LT 

CD4+ et les sécrétions d’IL-2, IL-4, IL-13 et IL-9, et nous notons chez les répondeurs une 

sécrétion plus importante d’IL-4 par rapport aux non répondeurs après le début de 

l’immunothérapie. Ces résultats peuvent paraître surprenants car les données de la 

littérature placent les LTh1, sécréteurs d’IL-2, IFN-γ et TNF-α en acteurs majeurs de la 

réponse antitumorale, de façon antagoniste aux LTh2. En effet, l’IFN-γ inhiberait le 

développement des LTh2 et inversement, l’IL-4 inhiberait le développement des LTh1 (8). 

Dans notre étude, nous ne retrouvons pas de corrélation entre la production d’INF-γ et la 
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numération des LT CD4+ et nous ne mettons pas en évidence de différence significative pour 

la production de cette cytokine entre répondeurs et non répondeurs.  

Cependant, l’hypothèse que nous pouvons faire s’appuie sur une donnée récente de la 

littérature sur l’action des LTh9 et leur relation avec les LTh2. En effet, nous retrouvons une 

corrélation significative entre les LT CD4+ et la sécrétion d’IL-9 après stimulation en PHA, 

suggérant ainsi qu’une partie des LT CD4+ sont polarisés en LTh9, sécréteurs d’IL-9. De plus, 

nous retrouvons une différence significative de sécrétion d’IL-9 qui apparait plus importante 

chez les patients répondeurs que chez les patients non répondeurs après le début du 

traitement. Or, les LTh9 sont des cellules induites par les LTh2 sous l’influence de TGF-β et 

d’IL-4 (35,36) mais dont le rôle en situation tumorale n’a pas encore été clairement établi 

(37). Dans un modèle murin de mélanome, une étude rapporte les LTh9 comme une sous-

population de cellules favorisant l’activité antitumorale (37). Plus récemment, Nonomura et 

al. proposent les LTh9 comme un biomarqueur de réponse au traitement par 

immunothérapie. En effet, ils retrouvent une augmentation de la fréquence des LTh9 

statistiquement significative chez les répondeurs par rapport aux non répondeurs avant le 

traitement. In vitro, ils démontrent que les anti-PD-1 renforcent la différenciation des LTh9 

induite par l’lL-4 et le TGF-β (38). 

En retrouvant une production plus élevée des cytokines IL-9 et IL-4 chez les patients 

répondeurs que chez les patients non répondeurs après l’immunothérapie, nous venons 

appuyer ces données et faisons l’hypothèse d’un rôle antitumoral des LTh9 favorisé par 

l’immunothérapie. Ces résultats sont très stimulants et nous encouragent à poursuivre les 

recherches sur les LTh9. 
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▪ Lymphocytes T régulateurs 

Nous retrouvons de façon significative une fréquence plus élevée de T reg chez les patients 

répondeurs au traitement. Ce résultat pourrait paraitre initialement incompatible avec les 

données de la littérature. Rappelons qu’il s’agit d’une sous-population lymphocytaire T CD4+ 

auxiliaire, exprimant les marqueurs CD4, CD25 et le facteur de transcription FoxP3 (8). Dans 

cette étude, nous n’avons pas utilisé FoxP3 comme marqueur pour identifier ces cellules car 

cela aurait nécessité une technique de marquage intra-cytoplasmique délicate à 

standardiser, mais nous avons caractérisé les T reg parmi les LT CD4+ sur l’expression des 

marqueurs CD25 et CD127 (CD25hi CD127low), stratégie validée par d’autres auteurs (39,40). 

L’activité immunosuppressive des T reg dans le micro-environnement tumoral repose sur 

divers mécanismes : la suppression des cellules dendritiques par contact direct cellule à 

cellule, l’induction de l’apoptose des cellules T par l’expression de granzyme B et galactine 1, 

la sécrétion de cytokines immunosuppressives comme IL-10, TGF-β et IL-35, et l’expression 

de marqueurs inhibiteurs comme le CTLA-4 et le PD-1. Le rôle des lymphocytes T reg 

apparaît comme crucial dans le mécanisme d’échappement tumoral et leur accumulation 

dans le tissu tumoral est corrélée à un facteur de mauvais pronostic dans de nombreux 

cancers : le carcinome ovarien, le cancer du pancréas, le carcinome hépatocellulaire, le 

cancer du sein, le cancer du rein, ainsi que le cancer pulmonaire (8,41,42). 

Cependant, cette activité immunosuppressive en situation tumorale est contestée et 

plusieurs études discordantes ont été publiées quant à la valeur pronostique des T reg. En 

effet, ils sont rapportés comme facteur de bon pronostic lorsqu’ils sont retrouvés en forte 

densité dans les tissus tumoraux du lymphome folliculaire, lymphome de Hodgkin, cancer 

ORL, ainsi que du cancer colorectal associé à des instabilités micro-satellitaires (8,41,43). Ces 
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données peuvent s’expliquer du fait que le recrutement des T reg au niveau du site tumoral 

est possiblement concomitant au recrutement des autres cellules immunes, mais aussi de 

par leur rôle protecteur envers la composante inflammatoire chronique retrouvée dans ces 

cancers (8,44). Plus récemment, l’hypothèse d’une hétérogénéité parmi les T reg a été mise 

en avant, reflétant l’existence de diverses sous-populations en fonction de l’expression de 

FoxP3 et du marqueur CD45RA (effector T reg, helper-like T reg, « resting » Treg, et « non-

suppressive » T reg). Les LT ayant un grand pouvoir d’adaptabilité et de plasticité, ces 

différents phénotypes de T reg ne sont pas figés et peuvent évoluer en fonction des 

stimulations du micro-environnement tumoral (44,45). 

Concernant le mélanome, plusieurs travaux se sont intéressés aux T reg. Dans un modèle 

animal, leur diminution induirait une meilleure réponse antitumorale et une augmentation 

de la survie (46). Chez les patients atteints de mélanome, les études rapportent une 

accumulation des T reg dans le sang, dans la tumeur ainsi que dans les ganglions 

métastatiques (47–49) et une augmentation du nombre de T reg dans les tissus tumoraux et 

le sang périphérique serait en rapport avec un moins bon pronostic (50–52). 

Dans notre étude, nous retrouvons une plus grande fréquence de T reg chez les patients 

répondeurs au traitement. L’hypothèse que nous pouvons faire d’une part, est qu’il s’agisse 

d’une sous-population de T reg naïfs associés à un bon pronostic, non immunosuppresseurs. 

Il faudrait pour cela mieux caractériser cette sous-population en recherchant par exemple si 

les récepteurs des chemokines CCR4 CXCR3 CCR6 sont exprimés ou non à la surface des 

cellules, comme décrit dans l’étude de Halim et al. (53). 

La deuxième hypothèse que nous avançons est que le traitement par immunothérapie 

pourrait agir directement sur les T reg. Du fait de leur rôle essentiel dans le mécanisme 
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d’échappement tumoral, ils semblent être une cible idéale pour une thérapeutique 

anticancéreuse. En effet, le mécanisme des immunothérapies anti-CTLA-4 et anti-PD-1 reste 

encore peu clair et mal connu. La majorité des études rapportent un mécanisme d’action sur 

les lymphocytes T effecteurs, mais peu de données sont retrouvées sur les lymphocytes T 

reg (42).  

Comme vu dans l’introduction, les anti-CTLA-4 seraient bloqueurs de la liaison entre la 

cellule présentatrice d’antigène et le lymphocyte T effecteur (lors de l’initiation des réponses 

immunes dans les organes lymphoïdes secondaires), tandis que les anti-PD-1 seraient 

bloqueurs de l’interaction entre la cellule tumorale et le lymphocyte T effecteur (au site 

tumoral lors de la phase effectrice). Ces mécanismes d’actions sont actuellement remis en 

cause puisque nous savons que les T reg expriment également à leur surface les molécules 

inhibitrices CTLA-4 et PD-1 et que le niveau d’expression de ces molécules en situation 

tumorale est augmenté (44,54–56). 

Ainsi, plusieurs études suggèrent que l’immunothérapie anti-CTLA-4 et anti-PD-1 aurait un 

effet prédominant sur les T reg, soit en induisant leur déplétion, soit en diminuant leur 

activité immunosuppressive (55,57–59). L’effet de l’immunothérapie serait multiple, elle 

pourrait favoriser l’induction de la prolifération lymphocytaire CD8+, la production de 

cytokines antitumorales (IL-2 et INF-γ) et l’augmentation du ratio T effecteurs/T reg (42,60). 

De plus, un des mécanismes d’action des anti-PD1 sur les T reg pourrait être la diminution 

d’expression de FoxP3 (61). (Figure 24) 
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Figure 24 (d’après Sasidharan Nair et al.) - Effet des anti-PD-1/anti-PD-L1 sur les T reg 

 

Dans notre étude, nous ne retrouvons pas de différence statistiquement significative sur la 

fréquence des T reg entre les deux prélèvements, ce qui suggère qu’il n’y a pas eu de 

déplétion de cette sous-population par le traitement, mais notre temps d’observation est 

relativement court. En revanche, du fait d’une plus grande fréquence de T reg avant le début 

du traitement chez les patients répondeurs, nous soutenons l’hypothèse d’un rôle direct de 

l’immunothérapie sur l’inhibition des réponses immunes induite par les T reg, qui 

deviennent alors une cible du traitement. On peut en effet supposer que chez les patients 

qui ont un plus grand nombre de T reg, ces cellules ont un rôle important dans la progression 

tumorale et que sous l’effet des bloqueurs de points de contrôle immun, leur action pro-

tumorale soit ainsi bloquée. De ce fait, cette sous-population cellulaire initialement 

immunosuppressive et en lien avec un mauvais pronostic pourrait devenir un facteur 

prédictif de bonne réponse au traitement. 
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▪ mDC BDCA3- 

Les mDC BDCA3- représentent la majeure partie des mDC du système immunitaire, elles 

expriment le marqueur BDCA1 (CD1c), que nous n’avons pas utilisé dans notre panel de 

phénotypage. Rappelons qu’il s’agit des cellules présentatrices d’antigènes dites 

« professionnelles », qui jouent un rôle majeur dans l’immunité antitumorale en initiant la 

réponse immune, par la capture, l’apprêtement, la présentation des antigènes ainsi que la 

sécrétion de grandes quantités d’IL-12. Dans notre étude, nous retrouvons une diminution 

de la fréquence de ces cellules dans le temps chez les répondeurs, avec une fréquence 

significativement moins élevée au P2 chez les répondeurs par rapport aux non répondeurs. 

Nous faisons l’hypothèse que cette fréquence moins élevée après traitement peut être le 

résultat d’un recrutement des mDC dans les tissus tumoraux sous l’effet du traitement, 

contribuant de ce fait à l’efficacité de la réponse antitumorale. 

De plus, nous notons que ces cellules présentent à leur surface avant traitement une 

expression des marqueurs CD86, CD66b et CD16 de façon significativement plus élevée chez 

les répondeurs que chez les non répondeurs. Ces résultats suggèrent que les patients 

répondeurs présentent des mDC plus aptes à l’activation et peut-être à la migration que les 

patients non répondeurs, qu’il s’agit de cellules dont le rôle est primordial dans la réponse 

antitumorale au niveau tissulaire et qu’elles pourraient participer au mécanisme d’action des 

bloqueurs de points de contrôle immunitaire. 
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▪ Monocytes  

Nous ne notons pas de différence significative dans la fréquence des monocytes classiques 

entre les patients répondeurs et non répondeurs, ni avant ni après le début du traitement 

par immunothérapie. Ce résultat est contradictoire avec l’étude de Krieg et al. publiée 

récemment, pour une population de patients et une puissance de cohorte comparable. Krieg 

conclut qu’une fréquence élevée en monocytes CD14+ CD16- HLA-DRhi avant traitement par 

immunothérapie anti-PD-1 est corrélée à une meilleure survie et propose ce résultat en tant 

que biomarqueur de réponse au traitement (33). L’utilisation de cellules mononuclées du 

sang périphérique (PBMC) décongelées pour l’analyse de Krieg pourrait entraîner des biais 

liés à la manipulation de l’échantillon, comme la perte de cellules notamment, 

contrairement à l’utilisation du sang total comme dans notre étude. 

Nous nous sommes néanmoins intéressées à cette sous-population qui révèle présenter des 

marqueurs d’adhésion et d’activation (CD86 et CD66b) plus fortement exprimés chez les 

répondeurs avant traitement, ainsi que les marqueurs CRTH2 et CD127, exprimés 

faiblement, et dont la fonction sur les monocytes n’est pas décrite. Ces résultats sont 

intéressants puisque l’on sait que les monocytes peuvent se différencier en macrophages et 

en cellules dendritiques dans les tissus sous l’effet des cytokines présentes dans le micro-

environnement tumoral et avoir ainsi un rôle essentiel dans les mécanismes de défense 

antitumorale. 

Dans notre étude, la présence de monocytes avec un phénotype activé semble favorable à la 

réponse au traitement, sans que l’on puisse en déterminer un possible biomarqueur de 

réponse au traitement. 
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▪ Limites de l’étude et perspectives  

Cette étude préliminaire du système immunitaire des patients atteints de mélanomes 

métastatiques sous immunothérapie via un immunomonitoring à partir du sang 

périphérique a permis d’inclure dix-neuf patients en cours de traitement. Il s’agit d’une 

petite cohorte, dont la puissance statistique nécessaire au développement d’un 

biomarqueur prédictif de réponse au traitement est insuffisante. Il est donc nécessaire de 

poursuivre l’inclusion des patients dans l’étude afin d’en augmenter l’effectif et d’apporter 

plus de fiabilité et de robustesse à nos résultats. 

Nous avons ici fait le choix d’amorcer l’étude des données par l’analyse des fréquences et 

numérations des sous-populations pour lesquelles nous avions une différence 

statistiquement significative entre répondeurs et non répondeurs, et nous nous sommes 

ensuite intéressées à ces différentes populations concernant leur niveau d’expression de 

différents marqueurs d’intérêt et leur production de cytokines. L’analyse approfondie des 

autres sous-populations cellulaires est à poursuivre et pourra se révéler très intéressante. En 

effet, notre panel permet d’analyser en détail des sous-populations de cellules immunes 

diverses au sein des principaux types de cellules (par exemple : monocytes CD16+, 

différentes sous-populations de NK (CD56+, CD56-), éosinophiles et neutrophiles, 

lymphocytes B CD11c+ ou CD5+, LT CD8hi ou LT CD8low). Ces sous-populations n’ont pas 

encore été décrites précisément en contexte de mélanome et pourraient donc apporter des 

informations intéressantes.  

De plus, les analyses statistiques pourront être complétées avec par exemple la création de 

« heat maps » ou d’analyses en composantes principales afin de déterminer les paramètres 

qui évoluent ensemble et qui peuvent de ce fait définir des signatures composées de 
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plusieurs facteurs, comprenant par exemple la fréquence, le niveau d’activation et la 

sécrétion de cytokines.  

Par ailleurs, il serait intéressant de comparer nos résultats avec les analyses 

anatomopathologiques des prélèvements tissulaires appariés issus des patients afin 

d’analyser la qualité de l’infiltrat immun dans les tumeurs et de rechercher une concordance 

avec les données retrouvées dans le sang périphérique. 

Pour finir, la corrélation des paramètres immunologiques des patients avant le traitement 

avec la survenue, ou non, d’effets indésirables liés au traitement et avec leur niveau de 

sévérité pourra nous permettre d’adapter au mieux la prise en charge thérapeutique des 

patients en déterminant un possible biomarqueur prédictif de toxicité à l’immunothérapie. 

En effet, la plupart des effets secondaires graves qui surviennent chez les patients sont dus à 

une exacerbation des réponses immunes qui pourrait peut-être être corrélée à l’état du 

système immunitaire des patients avant le traitement.  Cet immunomonitoring pourrait 

également permettre d’identifier les voies cellulaires et/ou cytokiniques impliquées dans la 

survenue de ces effets secondaires dysimmunitaires et de les cibler afin d’optimiser la prise 

en charge des patients. 

Les résultats présentés dans ce travail doivent être confortés pour définir quels 

biomarqueurs peuvent, seuls ou en combinaison, être utilisés pour prédire la réponse au 

traitement ou la survenue d’effets secondaires. Une telle approche d’immunomonitoring 

phénotypique et fonctionnel sur sang total semble très prometteuse à l’ère des bloqueurs de 

points de contrôle immunitaire. En effet la réalisation d’un prélèvement sanguin 

périphérique est facilement réalisable, peu invasive et a très peu d’impact sur la qualité de 

vie du patient. Cette approche pourrait donc être proposée ultérieurement pour les autres 
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patients atteints de tumeurs solides ou de pathologies hématologiques malignes et traités 

par immunothérapie dans le suivi des réponses aux traitements ou des toxicités induites. 
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CONCLUSION 
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ANNEXES 

▪ Annexe 1 (d’après Guillot et al.) - Recommandations des traitements 
systémiques de 1ère, 2ème et 3ème ligne des mélanomes cutanés 
métastatiques non résécables (stade III inopérables et stades IV) hors 
métastase cérébrale 
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▪ Annexe 2 - Stratégie de gating sur tube T, tube MBNK, tube Mel suivi 

 

Tube T : 

 

Tube T : 
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 Stratégie de gating tubes T, Autres et Mel suivi (Ann.1):  

 

 

 

Tube MBNK : 

 

Tube MBNK : 

Tube Mel suivi : 

 

Tube Mel suivi : 
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▪ Annexe 3 - Arbre décisionnel pour l’utilisation des tests statistiques 
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▪ Annexe 4 - Tableau des analyses comparatives entre le groupe 
répondeurs et non répondeurs sur les principales sous-populations du 
système immunitaire, au prélèvement 1 et 2 

Populations Prélèvement Paramètres Test statistiques p-values Significatif ? Tendance 

  Mononucléées 
P1 

Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,6048 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,9404 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,2621 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,4733 Non / 

  MDC 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,2213 Non / 
Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,4363 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,6806 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,003561 Oui NR > R 

  PDC 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,9865 Non / 
Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,4339 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,8397 Non / 

Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,2802 Non / 

  Monocytes 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,05685 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,8399 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,2076 Non / 

Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,9583 Non / 

  NK 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,9512 Non / 
Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 1 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,8155 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,3896 Non / 

  LB 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,332 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,1669 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,7577 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,3559 Non / 

  LT 
P1 

Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,2973 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,08798 Non R >NR 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,1304 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,1768 Non / 

  LT CD4+ 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,04653 Oui R >NR 
Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,03898 Oui R >NR 

P2 
Numération (cellule/µL) Welch two sample t-test 0,08565 Non R >NR 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,04888 Oui R >NR 

  LTH2 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,06302 Non / 
Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,4698 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,04262 Oui R >NR 

Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,3442 Non / 

  T reg 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,06781 Non R >NR 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,04318 Oui R >NR 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,1079 Non / 

Fréquence (% MNC) Welch two sample t-test 0,01247 Oui R >NR 

  T CD3+ CD8+ 
P1 

Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 1 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,8414 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,4452 Non / 

Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,9751 Non / 

  Basophiles 
P1 

Numération (cellule/µL) Two sample t-test 0,5754 Non / 
Fréquence (% MNC) Two sample t-test 0,9879 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,2991 Non / 

Fréquence (% MNC) Wilcoxon test 0,1903 Non / 

  Polynucléées 
P1 

Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,6665 Non / 
Fréquence (% Poly) Two sample t-test 0,881 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,8884 Non / 

Fréquence (% Poly) Two sample t-test 0,4348 Non / 

  Eosinophiles 
P1 

Numération (cellule/µL) Welch two sample t-test 0,7672 Non / 
Fréquence (% Poly) Welch two sample t-test 0,4315 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,09073 Non R >NR 

Fréquence (% Poly) Wilcoxon test 0,2581 Non / 

  Neutrophiles 
P1 

Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,7304 Non / 
Fréquence (% Poly) Welch two sample t-test 0,4354 Non / 

P2 
Numération (cellule/µL) Wilcoxon test 0,8371 Non / 

Fréquence (% Poly) Wilcoxon test 0,233 Non / 
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▪ Annexe 5 - Tableau des analyses comparatives de production de 
cytokines entre le groupe répondeurs et non répondeurs, au 
prélèvement 1 et 2, après stimulation en PHA 

Cytokines Prélèvement Test statistiques p-values Significatif ? Tendance 

IL10 
P1 Two sample t-test 0,1546 Non / 

P2 Two sample t-test 0,1989 Non / 

IL17A 
P1 Welch two sample t-test 0,7797 Non / 

P2 Welch two sample t-test 0,2766 Non / 

IL2 
P1 Two sample t-test 0,2522 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,6943 Non / 

IL21 
P1 Wilcoxon test 0,5331 Non / 

P2 Wilcoxon test 1 Non / 

IFN-у 
P1 Wilcoxon test 0,1206 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,2319 Non / 

TNF 
P1 Wilcoxon test 0,0289 Oui R >NR 

P2 Wilcoxon test 0,6943 Non / 

IL13 
P1 Two sample t-test 0,1922 Non / 

P2 Two sample t-test 0,0756 Non R >NR 

IL9 
P1 Two sample t-test 0,8909 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,08231 Non R >NR 

IL4 
P1 Two sample t-test 0,09831 Non R >NR 

P2 Two sample t-test 0,009104 Oui R >NR 
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▪ Annexe 6 - Tableau des analyses comparatives de production de 
cytokines entre le groupe répondeurs et non répondeurs, au 
prélèvement 1 et 2, après stimulation au R848 

Cytokines Prélèvement Test statistiques p-values Significatif ? Tendance 

IL10 
P1 Two sample t-test 0,03073 Oui NR >R 

P2 Wilcoxon test 0,2319 Non / 

IL17A 
P1 Wilcoxon test 0,7658 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,6473 Non / 

IL12p70 
P1 Two sample t-test 0,2417 Non / 

P2 Welch Two Sample t-test 0,72 Non / 

IFN-α 
P1 Wilcoxon test 1 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,6943 Non / 

IFN-у 
P1 Two sample t-test 0,4378 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,5358 Non / 

TNF 
P1 Wilcoxon test 0,2593 Oui / 

P2 Wilcoxon test 0,152 Non / 

IL8 
P1 Wilcoxon test 0,2086 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,9538 Non / 

IL6 
P1 Wilcoxon test 0,4557 Non / 

P2 Wilcoxon test 0,6022 Non / 

IL1b 
P1 Two sample t-test 0,8164 Non / 

P2 Two sample t-test 0,19 Oui / 
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