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INTRODUCTION 

I. Immunité anti-tumorale 

A. Les dix caractéristiques biologiques du cancer 

Le cancer est une pathologie propre aux organismes complexes tels que les mammifères. Il a 

été décrit par Hanahan et Weinberg (1) comme un processus évolutif mettant en jeu dix 

caractéristiques biologiques distinctes et complémentaires. Les cellules ayant acquis des 

anomalies génétiques (altérations sur les gènes suppresseurs de tumeur, pro-oncogènes, ou 

gènes impliqués dans la réplication/différenciation/apoptose cellulaire) développent de 

nouvelles capacités telles que l'insensibilité aux signaux de cessation de la division cellulaire, 

la résistance à l'apoptose, la prolifération cellulaire illimitée, la dissémination sous forme de 

métastases, ou encore l'induction des néo-vaisseaux (2). Une dérégulation du métabolisme 

cellulaire,  une instabilité du génome,  une cancérogénèse induite par l'inflammation ainsi  

qu'un échappement tumoral au système immunitaire ont ensuite complété les propriétés 

caractérisant les cellules tumorales (1). 

Figure 1. Les dix caractéristiques biologiques de la cellule tumorale d'après Hanahan 

et Weinberg, Cell (2011) 
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B. L'immunosurveillance 

L'immunité anti-tumorale est le concept à la base de l'immunothérapie. William Coley fut le 

premier en 1891, à observer une corrélation entre la régression des sarcomes osseux et la 

survenue d'une surinfection bactérienne à Streptococcus pyogenes en post-opératoire. Au 

début du XXème siècle, Paul Ehrlich émet l'hypothèse que le système immunitaire jouerait un 

rôle majeur dans le contrôle de la prolifération des cellules tumorales. Se basant sur ces 

travaux, ce n'est que dans les années 1970 que Frank Macfarlane Burnet (3) puis Lewis 

Thomas (4) proposent la théorie de l' "immunosurveillance  anti-tumorale". Les lymphocytes 

auraient la capacité de reconnaitre les cellules tumorales et de les éliminer. Malheureusement, 

le manque d'outils disponibles pour valider cette hypothèse entraina un rejet de la part de la 

communauté scientifique.  

Ce n'est que dans les années 90, avec l'apparition des souris immunodéficientes pour le gène 

RAG (recombination activating gene) que l'immunosurveillance anti-tumorale est validée 

scientifiquement. En effet, les souris déficientes en lymphocytes B et T matures, présentaient 

une fréquence accrue de tumeurs spontanées et de tumeurs chimio-induites par comparaison à 

des souris sauvages (5–7). D‟autres travaux ont confirmé ces résultats en montrant que des 

souris déficientes en cellules ou molécules importantes pour l‟immunité innée ou adaptative 

développent également des tumeurs avec une fréquence accrue (8–10) . Chez l'Homme, la 

corrélation positive entre l'infiltrat lymphocytaire associé à la tumeur et la survie des patients 

est en accord avec les données murines (11–14). Les patients immunodéprimés par le virus du 

SIDA ont un risque plus élevé de développer un lymphome (15).  De la même manière, 

l'incidence accrue des pathologies malignes chez les patients sous immunosuppresseurs post-

transplantation d'organes est en faveur d'un rôle actif du système immunitaire système 

immunitaire (SI) contre le développement des cancers (16,17).  
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Revisitant le concept d'immunosurveillance, Robert Schreiber formule le concept 

d'immunoédition en 2002 (18) définit par trois phase: l'élimination ou immunosurveillance, 

l'équilibre et l'échappement tumoral. Dès l'apparition d'une cellule transformée par un stress 

(carcinogènes: UV, inflammation chronique, virus…), celle-ci est immédiatement reconnue et 

éliminée par le SI. Cette élimination peut être complète et permettre de revenir à un état 

physiologique, ou d'évoluer vers la phase d'équilibre. Dans cette situation, le SI contrôle la 

tumeur sans l'éradiquer. On parle aussi de dormance, mais cette phase reste encore peu 

décrite. Enfin, sous la pression de sélection du SI, la tumeur développe des propriétés 

immunosuppressives qui inhibent la réponse anti-cancéreuse conduisant à un échappement 

tumoral (18,19). 

Pour Blankenstein et Willimsky, l'échappement tumoral ne serait pas lié à une sélection de 

clones les moins immunogènes mais à la mise en place d'une tolérance immunitaire. Les 

modèles murins jusqu'alors étudiés, utilisaient soit des tumeurs transplantables soit des 

tumeurs d'apparition rapide induites par des carcinogènes chimiques ou physiques. Chez 

l'Homme, la carcinogénèse est multifactorielle s‟installant relativement lentement dans le 

temps. Pour justifier leur hypothèse, ils utilisent le modèle de tumeur sporadique SV40 qui 

autorise de rares mutations aléatoires et est connue pour être fortement immunogène. Dans 

leurs travaux, la tumeur n'échappait pas à la reconnaissance du système immunitaire, 

cependant les lymphocytes T spécifiques de la tumeur n'étaient pas fonctionnels. La tolérance 

immunitaire induite par la tumeur entrainait son échappement (20). 

Les théories de Schreiber et de Blankenstein et Willimsky sont vraisemblablement 

complémentaires et dépendent de la variabilité intra- et inter-individuelle de chaque tumeur et 

de son microenvironnement. 
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C. Immunogénicité des tumeurs 

Trois principaux facteurs influencent les réponses immunologiques innées et adaptatives 

contre la tumeur: i) les antigènes tumoraux, ii) les molécules immunomodulatrices produites 

par la tumeur et iii) le microenvironnement tumoral. 

1. Les antigènes tumoraux 

La biologie moléculaire a permis de faire des avancées spectaculaires dans le domaine de 

l'immunité anti-tumorale. En 1991, Thierry Boon et son équipe identifient le premier antigène 

tumoral chez l'Homme (21). Les antigènes tumoraux sont présentés aux lymphocytes T par les 

Complexes Majeurs d'Histocompatibilité (CMH) ou directement par le BCR (B cell receptor) 

des lymphocytes B. Des centaines d'antigènes tumoraux reconnus par le SI ont été isolés. Plus 

récemment la découverte de néoantigènes par séquençage du génome tumoral constitue une 

avancée majeure dans le domaine de la recherche.  

Les antigènes associés aux tumeurs sont classés en 5 groupes: 

- Les antigènes spécifiques du groupe cancer testis (exemples: MAGE1-10, NY-ESO-1) 

exprimés par les cellules normales et germinales. 

- Les antigènes de différenciation (exemples: MART-1, gp100, PSA) spécifiques à un 

tissu donné.  

- Les antigènes surexprimés par la tumeur (exemples: Her2/Neu, ACE). 

- Les antigènes uniques et spécifiques de tumeurs issus de mutation ou de néoantigènes 

(exemples: β-cathenin, CDK-4, Ras). 

- Les antigènes viraux (exemples: HPV, VHB, VHC, EBV). 

2. L'immunomodulation via la tumeur 

Bien que les cellules cancéreuses expriment des antigènes tumoraux capables d'être reconnus 

par les cellules immunitaires comme des cellules du non-soi, elles peuvent neutraliser la 

réponse immunitaire ce qui conduit à un échappement tumoral. 



13 
 

Le recrutement de cellules effectrices (polynucléaires neutrophiles, cellules NK, lymphocytes 

T CD8+ cytotoxiques…) ou au contraire immunosuppressives (lymphocytes T régulateurs, 

cellules myéloïdes suppressives…) par la tumeur dépend de l'état inflammatoire. Cet état pro 

ou anti-inflammatoire du microenvironnement tumoral module la réponse immunitaire selon 

le concept du "Danger" décrit par Polly Matzinger (22). En revanche, un contexte 

immunosuppresseur favorise l'évasion tumorale. 

L‟activation des lymphocytes T (LT) nécessite un 1er signal induit par la reconnaissance 

spécifique par le T-cell receptor (TCR) du complexe majeur d‟histocompatibilité classe II 

(pour les lymphocytes T CD4+) ou de classe I (pour les lymphocytes T CD8+)  associé à un 

peptide antigénique (CMH II/I-peptide) présent à la surface des cellules présentatrices 

d‟antigènes (CPA). Un 2nd signal est indispensable via l‟interaction des molécules B7.1 

(CD80) et B7.2 (CD86) exprimées par les CPA avec la molécule CD28 exprimée par les 

lymphocytes T, appelé signal de co-stimulation. Un troisième signal fait intervenir 

l‟engagement de récepteurs aux cytokines. La combinaison de ces trois signaux est requise 

pour une pleine activation du LT entrainant la survie et la prolifération clonale grâce à 

l‟interleukine-2 (IL-2), la différenciation lymphocytaire (Th1, Th2, Th9, Treg, Th17…) et 

l‟induction d‟une réponse mémoire (23).  

La perte du CMH de classe I sur les cellules tumorales est un mécanisme bien connu 

d'échappement tumoral (24). L'engagement du TCR en l'absence de signal de co-stimulation 

empêche les LT de se différencier et induit l'anergie des LT spécifiques. Ainsi, un défaut 

d'expression des molécules B7.1 et B7.2 impliqué dans le signal de co-stimulation, contribue 

à une faible immunogénicité des cancers.  

Les facteurs solubles sécrétés par la tumeur peuvent favoriser sa croissance via un effet 

autocrine, mais également influencer la réponse immunitaire.  Par exemple, la production de 

cytokines immuno-régulatrices telles que l'IL-10 et/ou le TGFβ par les cellules tumorales, 

inhibe la maturation de cellules dendritiques (DC). En diminuant l'expression des molécules 
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de classe II du CMH sur les cellules dendritiques, il existe une inhibition du 1er signal de 

l'activation des LT (25,26). Similairement, le lymphocyte T activé peut exprimer des 

molécules co-inhibitrices telles que le PD-1 (Progammed death 1) afin de réprimer une 

réponse immunitaire effectrice. L‟interaction entre le PD-1 et son ligand (PDL-1) exprimé à la 

surface de certaines cellules tumorales induit l'anergie lymphocytaire T (27). Ce phénomène 

inhibe ainsi la réponse immunitaire adaptative et spécifique contre la tumeur. L‟échappement 

tumoral au système immunitaire est multifactoriel, et fait l‟objet de nombreux travaux afin 

d‟identifier des cibles thérapeutiques potentielles.  

3. Le microenvironnement tumoral 

Limiter le recrutement de cellules immunitaires représente un autre moyen d'échappement 

tumoral. Les fibroblastes composant le stroma tumoral peuvent sécréter du fibrinogène ou du 

collagène limitant son accès (28). Le stroma est également constitué de cellules endothéliales 

par le phénomène d'angiogenèse. La néovascularisation est souvent associée à des zones 

d'hypoxie qui limitent le recrutement de cellules immunitaires (29). 

L'hétérogénéité du microenvironnement tumoral peut expliquer les différences observées 

concernant le pronostic ou la réponse aux traitements chez les patients. L'infiltrat immunitaire 

est maintenant communément étudié dans le but d'identifier des facteurs pronostiques et/ou 

prédictifs de la réponse aux traitements. Les lymphocytes T sont connus pour avoir une valeur 

pronostique dans de nombreux cancers solides. Initialement, la présence de LT Th1 et LT 

CD8+ dans l'infiltrat immunitaire péri-tumoral a été associée à un bon pronostic dans le cancer 

colorectal (30). Une corrélation positive entre la présence de LT et la réponse clinique est 

retrouvée dans de nombreux cancers solides (31). L'inhibition des réponses immunitaires 

effectrices peut être liée à la présence de LT CD4+ régulateurs (Treg) dans le 

microenvironnement tumoral. L'augmentation de l'infiltrat Treg dans le cancer ovarien (32), le 

mélanome (33) et le cancer du sein (34) est associée à un mauvais pronostic. Les Treg 

exprimant le facteur de transcription FoxP3 et la chaine  du récepteur à l‟IL-2 (CD25) jouent 
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un rôle majeur dans les phénomènes tolérance périphérique. Différents mécanismes 

d‟immunosuppression sont décrits : la sécrétion de cytokines régulatrices (TGF, IL-10), 

l‟expression de molécules co-inhibitrices (CTLA-4, PD-1, LAG-3…), le blocage métabolique 

des LT conventionnels par privation d‟IL-2, d‟adénosine (via CD39/CD73) ou de tryptophane 

(via IDO). L'étude de l'infiltrat immunitaire associé à la tumeur est en plein essor et pourrait 

permettre d'orienter la stratégie thérapeutique et notamment le choix d'une immunothérapie. 

Les modèles d‟échappement tumoral à l‟infiltrat immunitaire sont résumés dans la Figure 2.  

Figure 2. Deux modèles d'échappement tumoral selon l'infiltrat immunitaire 
a) Tumeur avec infiltrat lymphocytaire T: les LT associés aux tumeurs sont recrutés par des 

chemokines,  la tumeur crée un microenvironnement immunosuppresseur par 
l'expression de PDL-1, la production d'IDO, le recrutement de cellules 
immunosupressives (Treg) et l'anergie. 

b) Tumeur sans infiltrat lymphocytaire T: la mise en place d'une barrière physique 
(molécules de la matrice extra-cellulaire) et une faible expression de chemokines limitent 
leur recrutement. Illustration extraite de Gajewski et al, Nature Immunology (2013) 
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II. Généralités sur l’immunothérapie anti-cancéreuse 

Les traitements anti-cancéreux n‟ont cessé d‟évoluer durant les cinquante dernières années 

afin d‟augmenter non seulement la survie des patients mais également leur survie sans 

progression et leur qualité de vie. La chirurgie d‟exérèse reste le standard thérapeutique dans 

les stades localisés, associée ou non à un traitement adjuvant par la chimiothérapie et/ou de la 

radiothérapie. Pour les tumeurs localement avancées ou dans les formes métastatiques,  la 

prise en charge est le plus souvent palliative, traitement systémique par chimiothérapie était 

alors la référence. Le manque d‟efficacité des traitements conventionnels anti-tumoraux 

contre les cancers de stade avancé, a permis de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques. Parmi celles-ci, il y a tout d‟abord une approche visant à agir sur une cible 

moléculaire impliquée soit dans le processus de carcinogénèse, soit dans le processus de 

prolifération tumorale. Ce sont les thérapies dites ciblées qui peuvent avoir un effet direct sur 

les cellules tumorales ou sur le microenvironnement tumoral comme l‟angiogenèse. La 

deuxième approche consiste en l‟activité anti-tumorale via le système immunitaire décrit 

précédemment. La mise en évidence du rôle du système immunitaire dans la carcinogénèse a 

fait naître le développement des immunothérapies ces 40 dernières années.  

L‟immunothérapie anti-tumorale est définie comme un outil thérapeutique ayant pour but la 

stimulation des cellules effectrices de la réponse innée et adaptative contre les cellules 

tumorales, tout en neutralisant les mécanismes immunosuppresseurs (35). De nombreuses 

stratégies sont étudiées afin d‟agir sur les différents mécanismes mis en jeu par le SI contre la 

tumeur. L‟immunothérapie dite « passive » est basée sur l‟administration d‟effecteurs isolés 

ou activés : anticorps monoclonaux, cytokines, cellules (LAK, TIL). A l‟inverse, 

l‟immunothérapie « active » est définie par la stimulation in vivo du SI du patient. Elle se 

pratique selon 2 modalités : spécifique c‟est-à-dire ciblée vers les cellules tumorales (par 
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exemple les vaccins tumoraux) et, non spécifique visant à stimuler l‟activité globale du 

système immunitaire sans cibler la tumeur particulièrement (Figure 3) 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Les 4 domaines en immunothérapie 
Les outils thérapeutiques en immunothérapie anti-cancéreuse en fonction de leurs 
caractéristiques à induire une réponse immunitaire spécifique ou non, active ou passive. 
Extrait modifié du Rapport – Immunothérapies 2025, LEEM 2011 
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A. Les immunomodulateurs 

Les cytokines immunomodulatrices sont les molécules les plus anciennement utilisées à des 

fins anti-tumorales. A ce jour, seulement trois cytokines ont été approuvées par la FDA aux 

États-Unis: l‟IL-2 (Proleukin®), l‟IFNα2a (Roferon®) et l‟IFNα2b (Intron-A®).  

L'IL-2 produits par les lymphocytes T CD4+ effecteurs, induit la prolifération et la survie 

lymphocytaire. A doses élevées, l'IL-2 a montré son efficacité dans le traitement du 

mélanome et du cancer du rein métastatique avec des réponses tumorales durables (36,37). 

Malgré son efficacité sur la survie de certains patients, la toxicité de l‟IL-2 peut être sévère 

(hypotension, hypoxie, défaillance rénale, arythmie cardiaque). Cette molécule est approuvée 

dans le mélanome aux États-Unis, ce qui n'est pas le cas en France. L'IL-2 a l'autorisation de 

mise sur le marché (AMM) dans le cancer du rein métastatique même si son utilisation reste 

actuellement anecdotique.  

L'IFNα2a et l‟IFNα2b permettent à la fois d'activer les acteurs de l'immunité innée 

(macrophages, cellules NK) et adaptative (LT) et d'induire de l'apoptose sur les cellules 

tumorales (38). Il est indiqué dans le traitement adjuvant du mélanome (39). Associé à un 

anti-angiogénique (le bevacizumab, un anti-VEGF), il peut également être utilisé dans le 

cancer du rein métastatique (40).  

Les études pré-cliniques cherchent à développer l'utilisation d'autres cytokines comme l'IL-21 

et l'IL-15 partageant des propriétés anti-tumorales similaires avec l'IL-2 mais potentiellement 

moins toxiques.  Les cytokines G-CSF sont couramment proposés en pratique clinique pour 

prévenir la neutropénie chimio-induite en mobilisant les progéniteurs hématopoïétiques mais 

n‟ont aucune action anti-tumorale directe. 

B. Les immunothérapies cellulaires 

Le transfert adoptif est l'une des thérapies cellulaires largement étudiée depuis les dernières 

décennies. Elle correspond à un traitement ex vivo des cellules du patient avant 
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réimplantation. Dans la fin des années 1980, Rosenberg et al, ont pu montrer des résultats 

positifs dans le traitement des cancers solides,  en traitant in vitro des LT par de fortes doses 

d'IL-2 permettant leur activation et l'acquisition de propriétés cytotoxiques contre la tumeur 

(41). L'utilisation concomitante d'IL-2 était la principale limite de cette approche. De la même 

manière, les lymphocytes infiltrants la tumeur (Tumor-infiltrating lymphocytes ou TIL) 

autologues peuvent être isolés à partir de biopsies tumorales, amplifiés in vitro par faible 

doses d'IL-2 puis réinjectés aux patients.  L'efficacité de cette procédure a été démontré chez 

l'Homme dans le traitement du mélanome (42). Plus récemment, une réponse complète chez 

22% de patients atteints de mélanome métastatique lourdement prétraités a été observée après 

transfert adoptif de TIL autologues. Au préalable une chimiothérapie lymphodéplétante 

associée ou non à une radiothérapie avaient été conduite, et de fortes doses d'IL-2 avaient 

également été administrées (43). 

Une autre stratégie prometteuse consiste à faire des transferts adoptifs de LT modifiés 

génétiquement (CAR-T cells). Le clonage de la partie hypervariable d‟un anticorps (scFv, 

chaines lourde et légère) et son couplage avec les domaines intracellulaires transduisant le 

signal des TCR, peut générer un récepteur aux antigènes chimérique (CAR). Les CAR n‟ont 

pas de restriction au CMH, or la majorité des cellules tumorales perdent l'expression du CMH 

comme décrit précédemment. Les cellules CAR-T reconnaissant un antigène tumoral 

spécifique, induisent l‟activation T via leurs domaines de signalisation intra-cellulaire 

CD3zeta et CD28 de manière indépendante du CMH. Le développement de cellules CAR-T 

est en plein essor en oncologie mais le coût reste une des limites de ce traitement (44).  

C. Les vaccins 

Il existe deux types de vaccinations anti-tumorales:  

- les vaccinations prophylactiques pour prévenir le développement de cancer viro-

induits. Par exemple, les vaccins contre le virus de l'hépatite B permettent de prévenir 

le développement de carcinome hépatocellulaire sur hépatite B chronique. De la même 
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manière, le vaccin contre le papillomavirus (HPV) permet de prévenir les cancers du 

col utérin HPV-induits. 

- les vaccinations thérapeutiques dont l'objectif est de créer in vivo  une réaction 

immunitaire spécifique à la tumeur. Ces vaccins peuvent être basés sur l'injection de 

cellules présentatrices d'Ag (CPA), de peptides, de protéines, d‟ADN ou encore de 

vecteurs recombinants. Afin que les vaccins anti-tumoraux soient efficaces, plusieurs 

facteurs doivent être considérés tels que: la perte de l'expression du CMH par les 

tumeurs, la faible immunogénicité de certains Ag tumoraux, la sécrétion de molécules 

immunosuppressives par les cellules tumorales ou du microenvironnement et la 

diminution de l'expression d‟antigènes de tumeurs.  

Depuis 2013, le premier vaccin thérapeutique ayant reçu l‟AMM en France a été 

commercialisé. Il s‟agit du Sipuleucel-T utilisé pour les patients atteints de cancer de la 

prostate résistant à la castration peu ou asymptomatiques. Après extraction de cellules 

présentatrices d‟antigènes autologues par leucophérèse, la protéine (PA2024) issue de la 

fusion entre la cytokine GM-CSF et des phosphatases acides prostatiques (PAP) est activée ex 

vivo. Les cellules présentatrices d‟antigènes activés présentent les PAP-GM-CSF à leurs 

surfaces et sont réinjectées au patient. Ce traitement a montré son efficacité dans une étude de 

phase III avec une amélioration de la survie globale de 4,1 mois par rapport au groupe placebo 

(45). Son utilisation reste rare en raison de son coût élevé. 

D. Les anticorps monoclonaux 

Depuis une quinzaine d‟années, les anticorps monoclonaux (AcMo) font partie de l‟arsenal 

thérapeutique anti-cancéreux. Ils peuvent avoir une action soit directe sur la cible via la 

portion Fab (fragment antigen binding), soit indirecte via la portion Fc (fragment constant) de 

l‟AcMo. La plupart des AcMo sont des immunoglobulines de classe G (IgG). Leur région Fc 

permet l‟activation de certaines cellules du système immunitaire exprimant leurs récepteurs 
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activateurs, les récepteurs pour la région Fc des IgG (RFc) conduisant à une cytotoxicité 

cellulaire dépendante des Ac (ADCC : antibody dependent cell mediated cytotoxicity) ou à 

une cytotoxicité dépendante du complément (CDC : complement-dependent cytotoxicity) 

(Figure 4). Les Ac monoclonaux peuvent agir sur différentes cibles i) la tumeur, ii) les 

effecteurs de l‟immunité et iii) l‟immunosuppression induite par le microenvironnement (46).  

 

 

  

a 

b 

Figure 4: Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux en cancérologie 

a. Effets immunologiques médiés par les Ac monoclonaux. Figure de gauche : 
mécanisme d‟ADCC par des cellules exprimant des récepteurs ITAM (immunorecepteur 
tyrosine-based activation motif) ie cellules NK, monocytes, macrophages et granulocytes. 
Mécanisme d‟opsonisation via le complément entrainant la phagocytose et la lyse cellulaire 
par les cellules de l‟immunité innée avec les récepteurs de la partie Fc des IgG (FcR). Figure 
de droite : mécanisme de CDC. 
b. Effets directs des mAb. Les mAb peuvent inhiber la dimérisation d‟un récepteur, 
bloquer un signal d‟activation ou enfin induire l‟apoptose. Extrait de Weiner, Nat Rev Cancer 

2015 
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De nombreux AcMo sont utilisés en onco-hématologie. Le plus ancien et le plus couramment 

utilisé reste le rituximab bloquant le CD20 approuvé en 1997 par le FDA dans le lymphome 

non-Hodgkinien et la leucémie lymphoïde chronique (LLC). Beaucoup d‟autres AcMo sont 

disponibles ciblant : le CD20 (ibritumomab tiuxetan, tositumomab, ofatumumab, 

obinutuzumab), mais également le CD33 (gemtuzumab dans la leucémie myéloïde aigüe), le 

CD52 (alemtuzumab dans la LLC), le CD30 (brentuximab vedotin dans le lymphome de 

Hodgkin) ou encore plus récemment le CD38 (daratumumab dans le myélome multiple).  

Dans les cancers solides, des anticorps monoclonaux ont été développés pour cibler des 

antigènes surexprimés par la tumeur tels que : HER2/Neu en adjuvant dans le cancer du sein  

mais également en 1ère ligne dans les formes métastatiques de cancer du sein (trastuzumab et 

pertuzumab) et de l‟estomac (trastuzumab) et l‟EGFR (epidermal growth factor) dans le 

cancer colorectal métastatique avec des gènes RAS de type sauvage (cetuximab et 

panitimuab). Au contraire le bevacizumab ciblant le VEGF-A (vascular endothelial growth 

factor-A) inhibe la néovascularisation et non pas la cellule tumorale directement. Cet anti-

VEGF a été approuvé dans les cancers colorectaux, bronchiques non à petites cellules, de 

l‟ovaire, du rein ou encore dans le glioblastome.  

De nouvelles stratégies visent à augmenter l‟efficacité des AcMo via l‟ADCC en modifiant la 

portion Fc par des mutations ou des glycosylations ou via le CDC en modifiant les IgG1 pour 

faciliter la liaison avec le C1q (46). Les anticorps monoclonaux bispécifiques (BiTE) ciblant 

deux antigènes sont également en cours d‟évaluation dans de nombreuses indications après le 

succès du blinatumumab (anti-CD19 et -CD3) dans le traitement des leucémies aigües 

lymphoblastiques (47). L‟approche bispécifique permet dans ce cas, d'amener à proximité des 

cellules cancéreuses (les lymphocytes B dans les leucémies aigües lymphoblastiques), les 

cellules effectrices (lymphocytes T cytotoxiques) permettant ainsi l'élimination des cellules 

cancéreuses.  

 



23 
 

Une nouvelle génération de AcMo est actuellement en plein essor, ciblant les LT dans 

l‟intention de stimuler ou de réactiver des réponses T spécifiques dirigés contre la tumeur. 

Parmi ces AcMo, on retrouve des Ac agonistes stimulant les récepteurs activateurs des LT et 

les Ac antagonistes bloquant les voies inhibitrices. Ainsi, les molécules comme le Cytotoxic-

T-Lymphocyte-Antigen 4 protein (CTLA-4) (ipilimumab et tremelimumab), le Programmed 

Cell Death-1 (PD-1) (nivolumab et pembrolizumab), ou son ligand (PD-L1) (atezolumab) 

sont devenues des cibles privilégiées (Figure 5) (48). Ces derniers feront l‟objet du prochain 

chapitre. 

  Figure 5: les interactions co-activatrices ou co-inhibitrices régulant les réponses 

lymphocytaires T. Les interactions PD-1/PDL-1 et 2, CTLA-4/CD80 et 86, BTLA/HVEM, 
LAG3/CMH I etII, TIM3/GAL9 sont inhibitrices. Les interactions CD28/CD80 et 86, 
ICOS/B7RP1, CD137/CD137L, CD40/CD40L, CD27/CD70 sont activatrices 
Extrait de Pardoll, Nat Rev 2012 
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III. Immunothérapies via les anticorps monoclonaux dirigés 

contre le CTLA-4 

L‟AcMo anti-CTLA-4 est le premier inhibiteur de checkpoint immunologique à avoir montré 

son efficacité en terme de survie globale dans le mélanome métastatique dans 2 essais de 

phase III (49,50). Dans ce chapitre, nous reprendrons les fonctions immunologiques du 

CTLA-4 qui ont permis d‟aboutir au développement de thérapies ciblant cette molécule co-

inhibitrice du système immunitaire adaptatif dans un but anti-tumoral. Nous évoquerons 

également son efficacité clinique et ces limites notamment en terme de toxicité. 

A. L’activation lymphocytaire 

1. La synapse immunologique 

C‟est au niveau des organes lymphoïdes secondaires que les lymphocytes T naïfs interagissent 

avec les cellules présentatrices d‟antigène (CPA) afin de s‟activer. L‟activation lymphocytaire 

nécessite un 1er
 signal médié par la reconnaissance par le T cell receptor (TCR) du complexe 

majeur d‟histocompatibilité classe II (pour les lymphocytes T CD4+) ou de classe I (pour les 

lymphocytes T CD8+) associé au peptide ou antigène (CMH II/I-peptide) présent à la surface 

des CPA. Il s‟agit d‟un signal de spécificité puisque seuls les lymphocytes présentant le TCR 

seront activés. L‟interaction entre le TCR et le complexe CMH-peptide se doit d‟être forte et 

prolongée pour être efficace. Des molécules d‟adhésion (CD2, LFA-1) vont intervenir, 

augmentant l‟intensité et la durée du 1er signal. La synapse immunologique est définie par la 

formation de SMAC (Supra-Molecule Activation Complexes) permettant d‟élargir la zone de 

contact entres LT et des CPA en réorganisant le cytosquelette à la surface cellulaire. Dans la 

partie centrale de la synapse immunologique ou c-SMAC, se localisent le TCR, le co-

récepteur CD4 ou CD8, les molécules CD3 et CD2 et la molécule de co-stimulation CD28 
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(Figure 6). Le SMAC périphérique ou p-SMAC comprend les molécules d‟adhésion LFA-1 et 

ICAM-1. Enfin, les molécules CD45, CD44 et CD43 se trouvent au niveau du SMAC distal 

ou d-SMAC. La synapse immunologique est une structure dynamique qui permet d‟optimiser 

les signaux d‟activation lymphocytaire (Figure 6).  

 

Un 2nd signal est indispensable appelé signal de co-stimulation. En l‟absence de ce signal, 

peut avoir lieu l‟anergie T ou une apoptose précoce. Les récepteurs de co-stimulations sont 

nombreux (Figure 5) et divisés en 2 catégories :  

- les récepteurs co-activateurs délivrant un signal positif (exemples: CD28, ICOS, 

GITR, 4-1BB) et, 

Figure 6: la synapse immunologique 

La synapse est organisée en SMAC (Supra-Molecule Activation Complexes). Le TCR, le co-
récepteur CD4 ou CD8, les molécules CD3 et CD2 et la molécule de co-stimulation CD28 se 
localisent dans le c-SMAC. Les molécules d‟adhésion LFA-1 et ICAM-1 se localisent dans p-
SMAC. Les molécules CD45, CD44 et CD43 se situent dans le SMAC distal non représenté 
dans ce schéma. 
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- les récepteurs co-inhibiteurs délivrant des signaux négatifs en empêchant la 

transduction du signal induit par le TCR et le CD28 (exemples : CTLA-4, PD-1, 

BRLA, Tim-3…). Ces récepteurs répriment la réaction immunitaire excessive, et 

protège des désordres auto-immuns. 

Le CD28 exprimé par les lymphocytes T naïfs est le principal récepteur de co-stimulation. Il 

interagit avec ses ligands B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) exprimées à la surface des CPA et 

permet d‟activer la voie de signalisation PI3-kinase, AKT et MAP-kinase. 

Ces deux signaux combinés entrainent la production de la cytokine IL-2 et de la chaine  de 

l‟IL-2R (CD25). La combinaison de ces trois signaux est requise pour une pleine activation du 

LT entrainant la survie et la prolifération clonale grâce à l‟IL-2, la différenciation 

lymphocytaire (Th1, Th2, Th9, Treg, Th17…) et l‟induction d‟une réponse mémoire. Les 

CPA sont la source de cytokines polarisantes déterminant la nature des réponses T induites. 

Le type de cytokines polarisantes sécrétées par les CPA dépend du pathogène impliqué ou des 

molécules de stress cellulaire associées à une pathologie. 

2.  L’axe CD28 et CTLA-4 : régulation de l’activation T  

Le CD28 et le CTLA-4 (CD152) sont des protéines transmembranaires qui font partie de la 

même superfamille des immunoglobulines. Elles ont de nombreuses similitudes : i) elles 

s‟expriment à la surface des LT CD4+ et CD8+, ii) leurs gènes sont localisés côte à côte sur le 

chromosome 2q33 (51),  iii) elles se lient à leurs ligands communs le CD80 (B7-1) et le CD86 

(B7-2) par leur motif MYPPPY (52).  

Elles présentent cependant des fonctions opposées. En effet, le CD28 a un rôle dans 

l‟activation lymphocytaire alors que le CTLA-4 permet de réguler la réponse immunitaire en 

limitant les phénomènes d‟auto-immunité. Le CTLA-4 est connu pour avoir une affinité et 

une avidité plus forte pour ses ligands que le CD28 (53), et peut entrer en compétition avec ce 

dernier permettant de jouer pleinement son rôle d‟inhibiteur. Dans les modèles murins, les 
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souris déficientes en CTLA-4 développaient des syndromes lymphoprolifératifs et 

présentaient une infiltration lymphocytaire dans de multiples organes (54,55). Ainsi, le 

blocage des ligands CD80 et CD86 par des agonistes du CTLA-4 (CTLA-4-Ig), permet de 

prévenir les affections auto-immunes chez les souris déficientes en CTLA-4 (56). Les 

manifestations auto-immunes développées par les souris CTLA-4-/- sont dépendantes du 

CD28, indiquant que la principale fonction du CTLA-4 est sa capacité à s'opposer au signal de 

co-stimulation médié par le CD28. 

Le CD28 est constitutivement exprimé à la surface des LT CD4+ et CD8+ (57,58), alors que le 

CTLA-4 ne s‟exprime que sur les LT activés (59) et constitutivement sur les Treg sous le 

contrôle du FoxP3 (60–62).  

B. Régulation de l’expression du CTLA-4 à la surface des LT  

Le CTLA-4 est retrouvé au sein de plusieurs compartiments intracellulaires (63) tels que 

l‟appareil de Golgi (ou trans-golgi network, TGN), les endosomes ou les lysosomes (64–66). 

De nombreuses molécules ont été identifiées dans le contrôle de son transport à la membrane 

cellulaire. Les différents mécanismes impliqués dans l‟expression du CTLA-4 sont 

représentés dans la Figure 7. 

Une protéine transmembranaire appelé TCR-interacting molecule (TRIM) est présente sur les 

LT et les cellules NK. TRIM peut se lier au CTLA-4 dans le TGN, mais pas à la surface des 

endosomes (67). La surexpression de TRIM entraine une augmentation de l‟expression 

membranaire du CTLA-4 sans affecter ni l‟expression du TCR ni celle du CD28. La 

diminution de l‟expression de TRIM réduit le transport du CTLA-4 par les vésicules 

proximales du TGN, qui reste confiné dans le Golgi (67). 

L‟expression membranaire du CTLA-4 dépend également des  guanosine triphosphonatases 

(GTPases), d‟adénosine diphosphonate ribosylation factor-1 (ARF-1) et des phospholipases D 

(PLD) (68). Ils sont nécessaires au bourgeonnement des vésicules du Golgi. Les inhibiteurs de 

PLD ou les mutations d‟ARF-1 ou de PLD inhibent le transport du CTLA-4 à la membrane 
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cellulaire (69).  

D‟autres mécanismes interviennent dans l‟expression du CTLA-4 à la surface cellulaire et son 

internalisation. Des voies d'endocytose font intervenir des complexes de clathrines et des 

adapter protein-1 (AP-1) et 2 (AP-2). AP-2 est exprimé à la surface plasmatique et permet 

l'endocytose de nombreux récepteurs (70). AP-2 se lie au CTLA-4 via son motif intra-

cytoplasmique YVKM, ce qui permet son recrutement par les clathrines (66,71,72). Suite à 

cette endocytose, le CTLA-4 peut être soit dégradé dans les lysosomes soit recyclé à la 

surface cellulaire (65). En parallèle, le CTLA-4 se trouvant dans le Golgi, se lie à l'AP-1 via le 

même motif YVKM utilisé par AP-2 (66). L'AP-1 présente une structure similaire à l'AP-2, 

mais se localise dans le TGN et les lysosomes alors que l'AP-2 se situe au niveau de la 

membrane plasmatique. L'interaction du CTLA-4 avec l'AP-1 permet le transfert du TGN vers 

les endosomes ou les lysosomes pour être dégradés (66).  

Le trafic intra-cellulaire est très certainement modulé afin de réguler le niveau d‟expression 

du CTLA-4 à la surface membranaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 

 

 

 

 

 
	
	
	
	
	 	

	
	

	
	

	
	
	
	
	

	
	

	
	

	

TCR	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

CTLA-4	

YVKM	 clathrine	

AP-2	

	
	
	
	
	

TRIM	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	
	
	
	 										

Golgi	

				

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

										

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Lysosome	

Endosome	

E x o c y t o s e	
dépendant	 de	
l’ARF-1	et	de	la	

phospholipase	D	

Dégrada on	

Recyclage	

AP-1	

Figure 7 : Mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression du CTLA-4 à la 

surface cellulaire. 

TRIM peut se lier au CTLA-4 dans l‟appareil de Golgi (Golgi). L‟adénosine diphosphonate 
ribosylation factor-1 (ARF-1) et la phospholipase D permet de bourgeonnement des vésicules 
d‟endocytose transportant le CTLA-4 à la surface membranaire. Les adapter protein-1 (AP-1) 
et 2 (AP-2) permettent le transport du CTLA-4 vers le lysosome pour être dégradé. L‟AP-1 se 
localise dans le Golgi et les lysosomes alors que l'AP-2 se situe au niveau de la membrane 
plasmatique. Modifié d’après Walker, Nat Rev Immunol 2011. 
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C. Fonctions intrinsèques et extrinsèques du CTLA-4. 

Comme nous l'avons décrit précédemment, le CTLA-4 est une molécule régulatrice inhibant 

l'activation T. Les fonctions régulatrices du CTLA-4 s‟exercent de manière intrinsèque ou 

extrinsèque. L‟interaction du CTLA-4 avec ses ligands CD80/CD86 entrainent des fonctions 

inhibitrices sur le LT qui l‟exprime : il s‟agit des fonctions intrinsèques du CTLA-4. Le 

CTLA-4 peut également exercer ses fonctions sur d‟autres cellules immunitaires qui ne 

l‟exprime pas à leur surface : il s‟agit de ses fonctions extrinsèques.  

1. Fonctions intrinsèques aux cellules T. 

a) CTLA-4 en compétition avec le CD28 pour leurs ligands 

communs 

Le CTLA-4 a une action antagoniste de la voie de signalisation B7-CD28. CTLA-4 et CD28 

se lient aux mêmes ligands (CD80 et CD86) via leurs motifs MYPPPY situés sur leur 

domaine extracellulaire (52). Ayant une affinité et une avidité bien plus forte pour les 

molécules B7, le CTLA-4 entre en compétition avec le CD28 (73). La supériorité de la liaison 

du CTLA-4 pour ses ligands est liée à l‟existence de résidus localisés sur la portion N-

terminale des motif MYPPPY dans la région CDR1 (complementarity determining region-1) 

du CTLA-4, lesquels sont absents sur le CD28 (74,75). Le CTLA-4 n'est pas exprimé de 

manière constitutive sur les LT (hormis les Treg), mais surexprimé via l'interaction du TCR 

avec le CMH-peptide (76). De la même manière, le CD80 (B7.1) s‟exprime à la surface des 

CPA activées alors que le CD86 (B7.2) est exprimé de manière constitutive sur les CPA 

même lorsque ces dernières sont immatures. Le CD80 se lie préférentiellement au CTLA-4 et 

permet son recrutement dans la synapse immunologique alors que le B7-2 stabilise le CD28 

(77). De plus, les interactions entres les molécules B7 et le CTLA-4 ou le CD28 sont 

structurellement différentes. Le CTLA-4 se dimérise à la membrane cellulaire, et peut se lier à 

un homodimère CD80 ou CD86 de manière indépendante , alors qu‟un homodimère CD28 se 
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lie à un monomère B7-1 ou B7-2 (73).  Le CTLA-4 et le CD28 entrent en compétition dans le 

cSMAC de la synapse immunologique, préférentiellement dans les conditions de faible 

densité en molécules B7. L'accumulation de CTLA-4 dans le cSMAC inhibe le recrutement 

de la PKC-θ (proteine kinase C-theta) et la formation du complexe CARD11 (Caspase 

recruitment domain-containing protein 11) de la voie du CD28, entrainant un défaut de 

signalisation de la voie NF-κB (78) (Figure 8). Ainsi, le CTLA-4 inhibe via son domaine 

extracellulaire la production d‟ARNm de l‟IL-2 et la progression dans le cycle cellulaire.  

b) Induction de signaux négatifs 

La voie de signalisation du TCR met en jeu la phosphorylation de motifs ITAM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) du complexe TCR-CD3 via les protéines 

kinases de la famille Src: Lck (reliée au CD4 ou au CD8) et Fyn. Une fois les motifs ITAM 

phosphorylés, ils se lient au domaine SH2 de la Zeta-chain-Associated Protein kinase 70 

(ZAP-70) et de la Spleen tyrosine kinase (SYK) permettant une activation de LAT (Linker 

Activated T cells) générant ainsi la formation d‟un premier complexe multi-protéique à la 

membrane responsable du déclenchement de la cascade de signalisation initiée par 

l‟engagement du TCR. Le CTLA-4 interagit avec ITAM présent sur le TCR-CD3 bloquant la 

phosphorylation de la protéine ZAP-70, inhibant ainsi l‟activation lymphocytaire (79) (Figure 

8).  

Le CTLA-4 peut également avoir une action inhibitrice sur la membrane lipidique constituant 

une réelle plateforme de signalisation cellulaire. La signalisation via le TCR et le CD28 induit 

l‟apparition de radeaux lipidiques ou de micro-domaines enrichis en glycolipides dans la 

membrane cellulaire. Le CTLA-4 réduit la présence de phospho-LAT dans ces domaines 

membranaires. Cette protéine est impliquée dans l‟induction de radeaux lipidiques, ce qui 

conduisant à une inhibition du signal du TCR par le CTLA-4 (80,81) (Figure 8).  

Le CTLA-4 se lie par son motif intra-cytoplasmique YVKM à la phosphatidylinositol 3-

Kinase (PI3K), aux tyrosine phosphatases 1 et 2 (SHP1 et SHP2), et à la serine/threonine 



32 
 

phosphatase 2A (PP2A). L‟interaction entre le CTLA-4 et ses ligands (CD80/CD86), permet 

aux SHP1 et SHP2 de déphosphoryler les protéines impliquées dans l'activation du TCR 

(ZAP-70 et LAT), alors que PP2A interfère avec la voie Akt (Figure 8). Il est important de 

noté que l‟engagement du CTLA-4 entraine le recrutement de la PI3K, permettant l‟anergie 

lymphocytaire T tout en évitant la mort cellulaire par apoptose (82). La liaison du CTLA-4 

avec la PI3K permet une activation de la voie protéine kinase B/Akt (PKB/Akt) entrainant des 

signaux de survie cellulaire anti-apoptotique et d‟induction d‟anergie T (82). Bcl-2 antagonist 

of cell death (BAD) peut entrainer l‟apoptose par dimérisation avec des protéines anti-

apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-XL (83). L‟activation de la voie PKB/Akt par le CTLA-4 

induit la phosphorylation du BAD augmentant l‟expression du Bcl-2 et du Bcl-XL maintenant 

la survie cellulaire (Figure 8). D‟autres voies de signalisation dépendantes de la PI3K ont été 

étudiées : le CTLA-4 active la voie JNK (c-JUN N-terminal kinase) dans les LT CD4+ mais 

inhibe la voie des ERK (extracellular signal-regulated kinase) (84).  

Malgré l‟étude d‟une multitude de voies de signalisations, la signalisation du CTLA-4 semble 

complexe et reste débattue.  
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Figure 8 : Voies de signalisation du CTLA-4 médiées par son domaine intra-

cytoplasmique. Modifié d’après Rudd, Immunol Rev, 2009. 
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c)  Signalisation intrinsèque indépendante du ligand 

La perte de la région codant pour l‟exon 2 est à l‟origine d‟un variant du CTLA-4 (ligand-

independant CTLA-4 ou liCTLA-4) caractérisé par l‟absence de domaine extracellulaire 

permettant son interaction avec ses ligands. Plusieurs études ont montré que la surexpression 

du liCTLA-4 entrainait une inhibition des réponses T et retardait l‟apparition d‟une 

dégénérescence lymphoproliférative dans les souris déficientes en CTLA-4 (85,86).  

Alors que le domaine intra-cytoplasmique du CTLA-4 interagit fortement avec la protéine 

AP-2, la surexpression du liCTLA-4 inhibe l‟endocytose dépendante des clathrines. 

Cependant, le liCTLA-4 n‟a pas été identifié chez l‟Homme et semble peu probable que ce 

mécanisme contribue majoritairement à la fonction du CTLA-4.  

d) Fonctions sur l‟adhésion et la motilité cellulaire 

Une étude a suggérée que l‟interaction entre CTLA-4 et ses ligands permettait un 

renforcement de l‟adhésion par le LFA-1 avec ICAM-1 de la cellule présentatrice d‟antigène 

(87). D‟autres études suggèrent que le CTLA-4 empêche le signal « STOP » médié par le 

TCR pour prévenir une activation T inappropriée (88). Cependant il n‟existe pas de 

modification de la motilité lymphocytaire T entre les souris CTLA-4-/- et les souris wild-type 

(89). Le temps de contact entre LT et CPA reste une étape clé des réponses immunitaires. Le 

rôle de CTLA-4 dans le contrôle de cette interaction reste flou.  

2. Les fonctions extrinsèques. 

Les études permettant de différencier les fonctions intrinsèques et extrinsèques du CTLA-4 se 

sont basées sur le croisement de souris sauvage (wild-type) avec des souris déficientes en 

gène codant pour le CTLA-4 dans la moelle osseuse ou dans la rate. La première étude 

suggérant une fonction extrinsèque du CTLA-4 montrait dans un modèle de souris 

immunodéficiente pour RAG2, reconstituée par des cellules wild-type et CTLA-4 déficientes 

issues de la moelle osseuse, un développement normal du système immunitaire et une absence 
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d‟activation spontanée des LT CTLA-4-/- (90). D‟autres travaux indépendants ont validés ces 

données (91,92). Il semble alors que les fonctions extrinsèques du CTLA-4 sont évidentes 

dans la prévention de l‟auto-immunité. En réalité, les mécanismes impliqués sont à l‟étude et 

restent à préciser. 

a) Stimulation des Treg par le CTLA-4 

Le CTLA-4 joue un rôle majeur dans la fonction suppressive des Treg. Comme nous l‟avons 

décrit précédemment, le CTLA-4 s‟exprime constitutivement sur les Treg (62,93).  

Le contrôle des LT effecteurs CTLA-4-/- par des LT wild-type (WT) nécessite la présence de 

Treg exprimant FoxP3+ dans la population lymphocytaire WT (92). Cet effet est réversible, 

étant donné que l‟élimination des Treg entrainait le développement d‟un syndrome 

lymphoprolifératif dépendant des LT CTLA-4-/- (92). Historiquement, dans les différentes 

études in vitro (62,94–96) et in vivo (95,97–99), le rôle fonctionnel du CTLA-4 sur les Treg a 

largement été débattu et controversé. Pour distinguer l‟effet du CTLA-4 sur le LT effecteurs 

versus sur les Treg, les études se devaient de différencier ces deux populations soit par 

l‟utilisation de blocage sélectif du CTLA-4 soit par la modification génétique de l‟un des 

sous-types de LT. Pour  contrecarrer le syndrome lymphoprolifératif rapidement léthal dans 

les modèles CTLA-4-/-, le blocage du CD28 par un CTLA-4-Ig ou des souris B7-/- étaient 

utilisés. In vitro, le blocage de CTLA-4 altère la fonction suppressive des Treg WT sur les LT 

effecteurs CTLA-4-/- (94). Dans un modèle murin de colite induite par les LT, le blocage du 

CTLA-4 inhibait également l‟effet suppresseur des Treg sur les LT effecteurs CTLA-4-/- (97). 

Dans ces 2 modèles, les Treg CTLA-4-/- maintenaient un effet suppresseur sur les LT 

effecteurs via d‟autres mécanismes tels que la sécrétion de TGF et d‟IL-10. Cependant, ces 

mécanismes compensatoires indépendants du CTLA-4 ne sont pas universels. En générant des 

modèles murins déficients en CTLA-4 uniquement sur les Treg exprimant le FoxP3, 

Sakaguchi et al. ont montré que ces souris présentaient un syndrome lymphoprolifératif et des 
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maladies auto-immunes (100). Les Treg CTLA-4-/- diminuent in vivo et in vitro la fonction 

suppressive des Treg en diminuant l‟expression du CD80 et du CD86 par les DC (100). 

Ces données montrent que le CTLA-4 a un rôle majeur dans la fonction suppressive des Treg 

même s‟il n‟est pas le seul acteur impliqué dans l‟immunosuppression. Ses mécanismes 

d‟actions semblent multiples : 

- Plusieurs travaux montrent une altération dans la voie de signalisation du TCR (ERK 

et Akt) dans les Treg par une expression constitutive du CTLA-4 (101).  

- L‟expression du CTLA-4 par les Treg pourrait également être impliquée dans 

l‟accumulation du CD28 et PKC-θ dans le cSMAC. Cette configuration participe à la 

maintenance d‟un état anergique associé à leur fonction immunosuppressive (78). 

- Le CTLA-4 a une action sur la maturation des CPA. Les Treg peuvent diminuer 

l‟expression des molécules B7-1 et B7-2 des DC (102). Cet effet était dépendant du de 

la présence du CTLA-4 sur les Treg (99,100,102,103).  

- L‟induction d‟indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) par les CPA (décrit dans le chapitre 

suivant). 

L‟effet immunosuppresseur du CTLA-4 est en grande partie liée à son effet activateur sur 

les Treg. Ces mécanismes restent à préciser et plus particulièrement leur régulation. 

 

b) Activation d‟IDO par le CTLA-4 

Un des mécanismes étudié concerne l‟induction de l‟IDO (indoleamine 2,3-dioxygénase) sur 

les CPA exprimant CD80 et CD86. L‟IDO catabolise le tryptophane, diminuant sa 

disponibilité dans le LT et engendrant une inhibition de la prolifération et de la survie 

cellulaire (104). La capacité de l‟agoniste du CTLA-4 (CTLA-4-Ig) à activer l‟IDO a été 

démontré in vivo (105,106). L‟activation de l‟IDO par le CTLA-4 n‟est pas son seul 

mécanisme puisque le CTLA-4-Ig ne permet pas d‟induire l‟IDO par certaines CPA telles que 

les DC plasmacytoïdes ou celles dérivées à partir des monocytes (107) 
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c) Modulation du phénotype des CPA par le CTLA-4 

Comme nous l‟avons décrit précédemment, les Treg ont la capacité d‟inhiber l‟expression des 

ligands des molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) des CPA. L‟inhibition de 

l‟expression des molécules B7 via le CTLA-4 a été décrite dans plusieurs études (103,108).  

Plus récemment, le mécanisme d‟inhibition de ces molécules par le CTLA-4 a été décrit. 

L‟expression du CTLA-4 sur les LT activés ou sur les Treg peut diminuer l‟expression du 

CD80 et du CD86, par trans-endocytose (109). L‟interaction du CTLA-4 avec ses ligands 

(CD80/CD86) entraine leur transfert dans une vésicule intra-cytoplasmique dans le LT. La 

dégradation lysosomale du complexe CTLA-4/ CD80-CD86 fait suite à la trans-endocytose, 

s‟inscrivant dans le traffic intra-cellulaire du CTLA-4. Ceci est un des mécanismes majeur 

d‟inhibition des ligands sur les CPA. 

d) Production du CTLA-4 soluble  

L‟identification d‟un ARNm épissé codant pour le CTLA-4 soluble (sCTLA-4) a été une 

découverte importante. Le sCTLA-4 ne présente pas de domaine transmembranaire codé par 

l‟exon 3 (110). Chez les patients présentant des maladies auto-immunes, les niveaux de 

concentration du sCTLA-4 étaient plus importants comparativement à ceux des volontaires 

sains (111,112).  D‟autres ont montré que la présence du polymorphisme CT60 (ou 

rs3087243) sur l‟allèle du CTLA-4 (diabète de type 1) était associée à un plus faible niveau de 

transcrit codant pour le sCTLA-4 (113). Le sCTLA-4 semble également jouer un rôle dans les 

mécanismes de tolérance périphérique, des études sont nécessaires pour définir ses fonctions 

précises. 

 

Nous avons donc pu décrire les fonctions immunosuppressives du CTLA-4 qui permettent 

d‟inhiber les fonctions effectrices des LT à une stimulation antigénique, facilitant 

l‟échappement tumoral et maintenant une tolérance périphérique contre les désordres auto-
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immuns. C‟est ainsi que des thérapies bloquant ce point de contrôle immunologique ont été 

développés en cancérologie. 

D. Blocage du CTLA-4 en oncologie médicale. 

Comme nous l‟avons décrit précédemment, l‟échappement des cellules cancéreuses au 

système immunitaire (SI) est l‟un des mécanismes d‟évasion tumorale. Le CTLA-4, par ses 

fonctions inhibitrices est devenue une cible thérapeutique. Le blocage du CTLA-4 s‟est avéré 

efficace dans de nombreux modèles précliniques à travers l‟utilisation d‟Ac monoclonaux 

anti-CTLA-4. L‟équipe d‟Allison a démontré in vitro, que l‟engagement du TCR et du CTLA-

4 entrainait une inhibition de la prolifération T et de la production d‟IL-2. Inversement, le 

blocage du CTLA-4 augmentait la réponse T effectrice (114). Dans leur modèle murin, l‟Ac 

anti-CTLA-4 entrainait une réponse T mémoire anti-tumorale (115). D‟autres études chez la 

souris ont confirmé l‟efficacité anti-tumorale de l‟anti-CTLA-4 dans des modèles de 

mélanome et de cancer de la prostate (98,116,117). C‟est donc à partir de ces données 

précliniques, que l‟Ac monoclonal anti-CTLA-4 humanisé (IgG1κ) ou ipilimumab a été 

développé en 1999 par Medarex sous l‟égide d‟Alan Korman. Il s‟agit du premier agent 

bloquant un co-récepteur inhibiteur à recevoir l‟accord de la FDA dans le traitement des 

mélanomes.  

1. Efficacité de l’anti-CTLA-4 : résultats des essais cliniques 

Avant 2011, le traitement des mélanomes avancés et/ou non résecables était limité à la 

chimiothérapie par dacarbazine ou de l‟IL-2 à fortes doses, avec pour résultat une médiane de 

survie de 8 à 9 mois et un taux de survie à 3 ans inférieur à 15% (118). L‟ipilimumab a 

montré son efficacité dans le mélanome métastatique dans 2 essais de phase III, randomisés 

en double aveugle. 

- Hodi et al (essai MDX010-20), ont comparé dans une cohorte de 676 patients ayant déjà 

reçu un traitement pour leur mélanome métastatique, l‟ipilimumab (3mg/kg) associé ou non 
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au gp100 (glycoprotéine 100, un peptide vaccinal) versus gp100 en monothérapie. Les 

médianes de survie des groupes traités par ipilimumab seul ou associé au gp100 étaient 

similaires, respectivement de 10.1 et 10 mois, contre 6.4 mois pour le groupe sous gp100 seul 

(hasard ratio (HR) 0.68, p< 0.001) (49). 

- Robert et al (essai CA184-024), ont montré que l‟ipilimumab augmentait la survie globale 

des patients atteints d‟un mélanome métastatique naïf de tout traitement. Dans leur cohorte de 

502 patients, ils ont comparé un groupe traité par ipilimumab (10mg/kg) associé à la 

dacarbazine (850 mg/m2) versus dacarbazine et placebo. Le taux de survie à 3 ans était 

significativement plus élevé dans le groupe ipilimumab estimé à 20.8% versus 12.2% pour le 

bras contrôle (50). 

Plus récemment, l‟ipilimumab a également montré en adjuvant, une amélioration significative 

de la survie sans récidive des patients atteint d‟un mélanome stade III réséqué (119). Dans 

l‟essai de phase III (EORTC 18071), 951 patients ont été randomisés dans le bras ipilimumab 

(10mg/kg) (n=475) versus placebo (n=476). Le taux de survie sans récidive à 5 ans était 

significativement plus élevé dans le groupe ipilimumab estimé à 40,8% versus 30,3% pour le 

bras contrôle ( HR= 0.76, 0.64 to 0.89, p< 0.001) (120). 

L‟ipilimumab est devenu un traitement de choix et a obtenu l‟AMM en juillet 2011 dans les 

mélanomes avancés (non résécables ou métastatiques) chez les patients adultes ayant déjà 

reçu un traitement. Il est également approuvé par la FDA en 2015 dans le traitement adjuvant 

des mélanomes stade III après résection complète. 

Un autre Ac monoclonal anti-CTLA-4 humanisé (IgG2), le tremelimumab a été développé 

dans la même période par Pfizer. Malheureusement, ce traitement n‟a pas montré son 

efficacité en terme de survie globale dans le traitement du mélanome métastatique (121) et n‟a 

pas d‟indication en monothérapie à ce jour. Actuellement, plusieurs essais cliniques testent 

tout de même cet anticorps en association avec d‟autres traitements dans de nombreux essais 

cliniques. 
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En parallèle les Ac monoclonaux bloquant le PD-1 tels que le nivolumab et le pembrolizumab 

ont été approuvé par la FDA dans de nombreuses indications thérapeutiques : mélanome 

(122,123) , cancer urothélial (124,125), cancers ORL (126,127), lymphome de Hodgkin 

(128), cancer du rein (129), cancer bronchique non à petites cellules (130,131), et dans les 

cancers solides avec instabilité du microsatellite (MSI) (132).  

Actuellement, les essais combinant ces traitements entres-eux ou avec des chimiothérapies ou 

des thérapies ciblées est en plein essor. C‟est ainsi que la combothérapie nivolumab associé à 

l‟ipilimumab a obtenu l‟approbation de la FDA dans le traitement de 1ère ligne du mélanome 

métastatique sans mutation du gène BRAF (133–135). Les essais cliniques de phase III 

actuellement en cours (répertoriés dans la table 1) évaluent pour la majorité la combinaison de 

l‟anti-CTLA-4 (ipilimumab et tremelimumab) avec de l‟anti-PD-1 (nivolumab) ou l‟anti-

PDL-1 (durvalumab). 
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Table 1. Essais cliniques de phase III actuellement en cours évaluant l’ipilimumab et/ou 

le tremelimumab, d’après clinicaltrials.gov. 

Titre n° NCT Type de cancer 
Date de début 

de l'étude 

Fotemustine(FTM) vs FTM + Ipilimumab (IPI) ou Ipilimumab 
(IPI) ou IPI + Nivolumab 02460068 Métastases cérébrales déc-12 

Nivolumab ou Nivolumab + Ipilimumab ou placebo après une 
chimiothérapie à base de Sels de Platines 02538666 Cancer bronchique à petites 

cellules sept-15 

Nivolumab + ipilimumab ou Nivolumab + chimiothérapie vs 
chimiothérapie 02872116 Cancer de l'estomac/ 

jonction oeso-gastrique oct-16 

Etude d'innocuité du Nivolumab associé à l'ipilimumab 02869789 Cancer bronchique sept-16 
Nivolumab e+ Ipilimumab vs Ipilimumab ou Nivolumab 03068455 Mélanome IIIc/IV réséqués avr-17 

Nivolumab +/- Ipilimumab 02785952 Carcinome épidermoïde du 
poumon en récidive stade IV déc-15 

Nivolumab + Ipilimumab suivi de Nivolumab en monothérapie 02599402 Mélanome déc-15 
Ipilimumab vs TIL 02278887 Mélanome métastatique sept-14 

Nivolumab + Ipilimumab ou Nivolumab et Fluororuracil + 
Cisplatine vs Fluororuracil + Cisplatine 03143153 Cancer de l'œsophage janv-17 

Nivolumab et Ipilimumab vs Pemetrexed + Cisplatine ou 
Carboplatine 02899299 Mésothéliome oct-16 

Nivolumab ou Nivolumab + Ipilimumab ou Nivolumab + Sels de 
platines vs Sels de platines 02477826 Cancer bronchique non à 

petites cellules stade IV août-15 

Nivolumab + Ipilimumab vs Sels de platines 02998528 Cancer bronchique non à 
petites cellules janv-17 

Nivolumab + Ipilimumab vs chimiothérapie 03036098 Cancer urothélial 
métastatique mars-17 

Nivolumab + Ipilimumab vs chimiothérapie 02741570 Cancer ORL en récidive 
métastatique août-16 

Nivolumab + Ipilimumab vs Nivolumab + chimiothérapie 02864251 
Cancer bronchique non à 

petites cellules avec 
mutation EGFR 

oct-16 

IFN2b vs Ipilimumab vs Pembrolizumab 02506153 Mélanome stade III-IV oct-15 
Séquence Dabrafenib et Trametinib suivi par Nivolumab + 

Ipilimumab ou séquence inverse 02224781 Mélanome stade III-IV 
BRAFV600 juil-15 

Durvalumab ou Durvalumab + Tremelimumab vs traitement 
standard 02369874 Carcinome épidermoïde du 

poumon en récidive stade IV sept-15 

Etude d'innocuité Durvalumab + Tremelimumab vs Durvalumab 
monothérapie 03084471 Cancers solides métastatique avr-17 

Durvalumab + Tremelimumab vs chimiothérapie 02542293 Cancer bronchique non à 
petites cellules nov-15 

Durvalumab +/- Tremelimumab vs chimiothérapie 02516241 Cancer urothélial 
métastatique nov-15 

Durvalumab + Tremelimumab vs Durvalumab + chimiothérapie 
vs chimiothérapie 03164616 Cancer bronchique non à 

petites cellules juil-17 

Durvalumab +/- Tremelimumab en association avec la 
chimiothérapie 03043872 Cancer bronchique non à 

petites cellules mars-17 
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2. Biomarqueurs de réponses à l’anti-CTLA-4 

L‟ipilimumab a montré son efficacité sur la survie globale des patients atteints d‟un 

mélanome métastatique. Cependant, dans les essais de Hodi et de Robert, le taux de réponses 

objectives et/ou de stabilité n‟est que de 15 à 20 % (50,136,137). De plus, le coût élevé, les 

effets secondaires fréquents (environ 70 % de toxicités tous grades confondus) et parfois 

graves doivent être pris en compte lorsque l‟on prescrit un anti-CTLA-4. Il parait nécessaire 

de trouver des biomarqueurs prédictifs de la réponse et des effets secondaires afin de mieux 

sélectionner les patients qui tireront bénéfice de ce médicament. 

L‟étude des cellules immunitaires des patients traités par ipilimumab a permis d‟identifier 

plusieurs bio-marqueurs potentiels associés à l‟évolution de la maladie : 

- Le nombre absolu de lymphocytes circulants initial supérieur à 1000/μl et augmentant après 

la 2ème injection d‟ipilimumab est corrélé à un bénéfice clinique et à la survie globale 

(138,139). 

- L‟augmentation des polynucléaires éosinophiles de plus de 100/mm3
 entre la 1ère

 et la 2ème 

injection d‟ipilimumab est prédictive d‟une amélioration de la survie des patients (139). 

- Le rapport neutrophile/lymphocyte en pré-thérapeutique pourrait prédire la réponse au 

traitement par ipilimumab chez les patients avec un mélanome métastatique (140).  

- Simeone et al, ont observé une amélioration de la survie globale des patients présentant une 

décroissance ou une stabilité du taux de Lactate Déshydrogénase (LDH) et de Protéine C 

Réactive (CRP) entre le bilan pré-thérapeutique et l‟évaluation à 12 semaines par rapport à 

ceux avec une augmentation de ces marqueurs. Les patients avec un taux stable ou décroissant 

de LDH et de CRP avaient respectivement des médianes de survie de 18.9 mois versus 5.2 

mois (p <0.0001) et de 16.9 versus 4.6 mois (p <0.0001) comparativement à ceux qui avaient 

une augmentation de ces marqueurs (141). 
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- Le faible taux de mMDSC (monocytic Myeloid Derived Suppressor Cells, CD14+HLA-DR 

neg/low) en pré-thérapeutique est associé à une meilleure réponse anti-tumorale (142). 

L‟étude de ces MDSC a été réalisée en raison de leur rôle immunosuppresseur. Ces cellules 

myéloïdes immatures ont la capacité d‟induire des Treg et de produire des facteurs solubles 

inhibant l‟immunité anti-tumorale de l‟hôte (143,144). 

- Fu et al, ont décrit une augmentation de l‟expression de la molécule de co-stimulation ICOS 

(Inducible COStimulator) sur les LT dans la tumeur et dans le sang après traitement par 

ipilimumab (145). ICOS est une molécule de co-stimulation de la superfamille des 

immunoglobulines régulant les réponses T, elle pourrait ainsi avoir une importance dans 

l‟efficacité de l‟ipilimumab (146,147). 

- La présence de l‟anticorps NY-ESO-1 dans le sérum des patients atteints de mélanome est 

corrélée à une meilleure survie globale (148). Sa présence est impliquée dans 

l‟immunogénicité anti-tumorale via l‟induction d‟une réponse immunitaire humorale avec 

production d‟Ac spécifiques ciblant NY-ESO 1. 

- L‟expression du Ki67, marqueur de prolifération cellulaire et de l‟EOMES 

(Eomésodermine), facteur de transcription impliqué dans la différenciation lymphocytaire T, a 

été étudiée (149). Le taux basal faible de LT CD8+ Ki67+EOMES+ est corrélé à la récidive 

tumorale. La survenue d‟effets secondaires immunologiques est liée au taux initialement bas 

de l‟expression du Ki67+EOMES+ sur les LT CD4+ (150). 

- Le CTLA-4 semble avoir un rôle dans l‟homéostasie des lymphocytes T régulateurs (Treg) 

qui expriment cette molécule ainsi que le facteur de transcription Forkhead Box protein 3 

(Foxp3). Chez l‟Homme, l‟ipilimumab entrainerait une modification des taux de Treg dans le 

sang et dans le microenvironnement tumoral. Certaines études associent leur augmentation à 

une évolution clinique péjorative (151), d‟autres montrent une diminution de ces taux post-

ipilimumab (152). 
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Le séquençage du génome de la tumeur peut permettre de définir un profil de néo-antigènes, 

véritable signature génétique de la tumeur prédisant la réponse T anti-tumorale (153,154). Le 

profil mutationnel des tumeurs par Next-Generation Sequencing (NGS) a permis de montrer 

que des tumeurs avec un fort taux de mutations correspondaient aux tumeurs avec un fort taux 

de réponse aux anti-CTLA-4 (155). 

D‟autres axes d‟études sont en cours d‟évaluation comme le microbiote intestinal qui fera 

l‟objet d‟un prochain chapitre. 

3. Toxicités reliées à l’anti-CTLA-4 

Bien que ces nouvelles thérapies soient prometteuses, le blocage du CTLA-4 peut entrainer 

des désordres inflammatoires graves par rupture de la tolérance périphérique. Ces toxicités ont 

des profils cliniques bien loin de celles des toxicités reliées aux chimiothérapies et/ou aux 

thérapies ciblées. La prise en charge de ces dernières est bien connue et standardisée, alors 

que la gestion des nouvelles toxicités aux immunothérapies nommées « immune-related 

Adverse Events (irAE) » restent actuellement vague (156).  

Dans les modèles précliniques, les souris CTLA-4-/- développent à  la fois des syndromes 

lymphoprolifératifs et certains désordres auto-immuns (54,55). Aucun modèle murin n‟a 

développé les mêmes irAE que ceux observés chez l‟Homme traité par des anticorps anti-

CTLA-4. 

Les études cliniques ont montré une corrélation entre les irAE dermatologiques et coliques et 

la présence de lymphocytes T CD4+ et CD8+ effecteurs au niveau de ces tissus (157).  

Les taux de mortalité imputables aux irAE est faible de 0 à 2.1% (49,50). De plus, le taux 

d‟irAE tout grade confondu est d‟environ 70 % et entre 15 et 30% (49,50) pour les grades III 

et IV d‟après les critères du Common Terminology Criteria for Adverse Events version 3.0 

(NCI-CTCAE). Enfin, plusieurs études indiquent une probable association entre la présence et 

la sévérité des irAE et les bénéfices cliniques (158,159). Attia et al, ont observé que 36% des 

patients présentant des irAE de grade III ou IV avait une réponse clinique contre 5% chez les 
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patients n‟ayant pas développé d‟irAE (160). Ces effets secondaires touchent 

préférentiellement le côlon, la peau, le foie, l‟hypophyse, et plus rarement l‟uvée, le pancréas, 

le système nerveux périphérique, les ganglions médiastinaux. 

Le blocage de l‟axe PD-1/PDL-1 induit également des IrAE, mais leur incidence est moins 

importante que pour l‟anti-CTLA-4. Pour les IrAE grades III-IV, elles sont estimées autour de 

15% sous anti-PD-1 et entre 22-25% sous Ac anti-CTLA-4 (161). Les IrAE induits par anti-

PD-1/PDL-1 diffèrent de ceux induits par les Ac anti-CTLA-4. En particulier, les colites 

induites sont bien moins fréquentes et décrites sous Ac anti-PD-1 (< 5% des patients traités 

par l‟anti-PD-1) (161). La combinaison d‟ Ac anti-CTLA-4 et d‟ Ac anti-PD-1 augmente le 

taux de réponse objective à 50% des patients atteints de mélanome métastatique (133), 

toutefois elle augmente  également drastiquement l‟incidence de survenue des IrAE de grades 

III-IV (environ 65% des patients) (133,161). La colite est particulièrement fréquente lors de 

cette combothérapie nécessitant l‟interruption du traitement chez 25% des patients.  

En résumé, les IrAE induits par l‟Ac anti-CTLA-4 sont fréquents et peuvent être graves. Il 

convient de savoir les reconnaître précocement et d‟adapter la prise en charge de ces malades, 

de façon pluridisciplinaire 

4. Cas particulier de la colite induite à l’anti-CTLA-4 

La colite est la plus fréquente des toxicités observées chez les malades traités par ipilimumab, 

et survient chez 21% d‟entre eux (162). Elle peut être sévère, se compliquant dans de rares cas 

de perforation colique (de 0 à 6% selon les études) (50,162,163). La mortalité globale reliée 

aux colites induites à ipilimumab est inférieure à 1% (162).  

Des données précliniques récentes suggèrent que le CTLA-4 pourrait jouer un rôle dans la 

prévention d‟une inflammation colique. Le groupe de Fiona Powrie a montré que les cellules 

CTLA-4-/- sont équivalentes aux cellules de type sauvage dans l'induction thymique de Treg 

Foxp3+
 et leur maintien dans la rate et les ganglions lymphatiques mésentériques (164). En 

revanche, la différenciation des Treg dans la lamina propria colique est altérée. Les Treg du 
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système digestif sont différents des Treg issus du thymus (tTreg). En effet ils sont induits à la 

périphérie (pTreg) à partir des LT CD4+ naïfs. Le CTLA-4 et le CD86 jouent un rôle crucial 

dans l‟induction des Treg du système digestif (164). Coquerelle et al, montrent dans des 

modèles de colites que le blocage du CTLA-4 induit le développement de Treg exprimant 

ICOS sécréteurs d‟IL-10 dans l‟intestin. Il existe également une inhibition des réponses Th1 

mémoires in vivo ayant ainsi un rôle immunosuppresseur et anti-inflammatoire (165). Ainsi le 

blocage de CTLA-4 avec un traitement par ipilimumab pourrait perturber l‟homéostasie des 

Treg au niveau intestinal.  

Peu d‟études portant sur les mécanismes physiopathologiques des colites induites par 

l‟ipilimumab ont été menées jusqu‟à présent. Lord et al, ont observé l‟expression du Foxp3+ 

dans la lamina propria de 9 patients traités par ipilimumab pour mélanome métastatique ou 

cancer de la prostate et ayant une diarrhée. Ils ont pu montrer qu‟il n‟existait pas de 

diminution des Treg au niveau colique. La proportion de Foxp3+ était corrélée à la densité en 

LT CD3+ qui elle-même était augmentée par rapport aux patients n‟ayant pas de diarrhée sous 

traitement par anti-CTLA-4 (166).  

Plus récemment, plusieurs équipes ont décrits des tableaux cliniques des patients présentant 

des mutations germinales du gène du CTLA-4 (167–169). Ces patients présentaient des 

désordres auto-immuns notamment une inflammation intestinale et un déficit immunitaire 

(lymphopénie et hypogammaglobulinémie). Une augmentation de LT mémoires 

périphériques, une rupture de la balance LT effecteur/Treg et un infiltrat lymphocytaire 

majeur étaient observés dans les tissus inflammatoires.  

Enfin, les colites induites par l‟Ac anti-CTLA-4 présentent des similitudes avec les maladies 

inflammatoires chroniques de l‟intestin (MICI) telles que des caractéristiques cliniques, 

endoscopiques, histologiques et/ou thérapeutiques. Parfois sévère, une corticothérapie 

systémique peut être nécessaire et parfois même, la mise en route d‟Ac anti-TNFα 

théoriquement contre-indiquer en cas de cancer. Dans de tels cas, l‟administration d‟Ac anti-
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CTLA-4 doit être impérativement interrompu, entrainant l‟arrêt d‟un traitement efficace chez 

ces malades atteints de mélanome avancé. Peu d‟études ont caractérisé les réactions 

immunitaires intestinales au cours de ces colites induites.  

De la même manière, peu de bio marqueurs ont été étudiés pour prédire la survenue de ces 

toxicités digestives qui sont un réel frein à l‟utilisation ce ces molécules. Une étude de 

transcriptomique du sang total décrit une augmentation du marqueur CD177 (marqueur 

d‟activation des polynucléaires neutrophiles) après injection d‟ipilimumab. Cette 

augmentation est corrélée aux événements indésirables gastrointestinaux (170). Berman et 

collaborateurs ont mesuré les taux de pANCA (perinuclear-staining Antineutrophil 

cytoplamic antibody) OmpC (E. coli) et ASCA (Anti-Saccharomyces cerevisiae antibody) 

chez les patients développant des irAE gastro-intestinaux sous ipilimumab. Ils montrent que 

50% des patients avec des pANCA et OmpC positifs ont une toxicité digestive de grade I ou 

plus (171). Ces anticorps sont prédictifs de la survenue de MICI et d‟une évolutivité plus 

sévère chez les malades (172). Il semble exister une corrélation entre la survenue de colite et 

la réponse anti-tumorale. Dans le mélanome métastatique et le cancer du rein, respectivement 

36% et 35 % des patients ayant développés une colite avaient une réponse thérapeutique 

versus 11% et 2% chez ceux indemnes d‟irAE (p=0.0065 pour le mélanome ; et p=0.0016 

pour le cancer du rein) (162). La flore intestinale constitue un autre axe d‟étude qui fera 

l‟objet de nos résultats. 

  



47 
 

IV. Le microbiote intestinal et ses métabolites. 

Le microbiote intestinal humain est défini par l'ensemble des micro-organismes (archées, 

bactéries, levures et virus) colonisant le tractus digestif humain. Il s'intègre dans un large 

écosystème où demeurent environ 1014 micro-organismes, soit 10 fois plus que le nombre 

total de cellules du corps humain. Les bactéries intestinales vivent en symbiose avec leur hôte 

et jouent un rôle majeur de manière directe ou indirecte via ses métabolites dans l'intégrité 

intestinale, la maturation du système immunitaire, le métabolisme des nutriments.  Un 

déséquilibre du microbiote, appelé dysbiose peut être associé à des pathologies d'origines 

diverses telles que les maladies cardiovasculaires, l'obésité, le diabète, les cancers, les 

maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI). Nous discuterons dans ce chapitre la 

composition du microbiote intestinal chez le sujet sain, puis nous évoquerons les facteurs 

influençant l'équilibre du microbiote, les fonctions principales du microbiote et de ses 

métabolites en particulier sur le système immunitaire.  

A. La composition du microbiote intestinal 

1. La distribution des micro-organismes dans le tube digestif 

La distribution spatiale du microbiote s'étend selon 2 axes, longitudinal le long du tractus 

digestif (de la bouche au rectum), et radial de la lumière digestive à la surface des cellules 

épithéliales.  

La densité bactérienne augmente tout au long du tractus digestif passant de 102-104 bactéries 

par gramme de contenu digestif au niveau oeso-gastro-duodénal, à 104-108 par gramme dans 

le jéjunum et l'iléon, atteignant 1010-1012 par gramme dans le colon (Figure 9). Chez 

l‟Homme, 95% du microbiote est représenté par 5 phyla bactériens : Firmicutes (on y trouve 

notamment les genres : Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, Veillonella, 

Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia) ; Bacteroidetes (genres : Bacteroides, Prevotella 

et Xylanibacter) ; Actinobacteria (genres : Collinsella et Bifidobacterium) ; Proteobacteria 
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(genres : Escherichia, Desulfovibrio) ; Verrucomicrobia (genre : Akkermansia). L‟œsophage 

contient essentiellement des micro-organismes dans sa portion distale avec une majorité de 

bactéries appartenant aux phyla Firmicutes (Streptococcus et Veillonella) et Bacteroidetes 

(Prevotella) (173). Les bactéries présentent dans l'estomac sont résistantes à pH acide, et 

appartiennent aux groupes Proteobacteria,  Acinetobacteria et Bacteroidetes (genre : 

Bacteroides) (174). L‟important péristaltisme de l‟intestin grêle entraine une faible densité 

bactérienne. Le microbiote résidant dans le duodénum et le jéjunum est proche de celui de 

l‟estomac. On retrouve également des lactobacilles et des entérocoques appartenant au 

phylum Firmicutes. L'oxydoréduction dans l'iléon conduit à la présence de bactéries 

anaérobies strictes dans les portions terminales du grêle (175). Le microbiote associé à l‟iléon 

est donc beaucoup plus diversifié et proche de celui du colon. Le colon est le site où la 

population bactérienne est la plus dense et diverse en raison de son pH neutre et du 

ralentissement du transit dans cette portion du tube digestif. Elle est largement représentée par 

les phyla Bacteroidetes et Firmicutes. 

L‟étude de la composition du microbiote intestinal dépend de la technique utilisée mais 

également de l‟échantillon prélevé. En effet, l‟analyse de la composition du microbiote 

intestinal se base essentiellement sur l‟analyse du microbiote fécal. Certaines équipes ont pu 

montré des différences entre la composition du microbiote fécal et celui associé à la 

muqueuse colique estimée à partir des biopsies (176,177). Il existe une proportion plus 

importante de bactéries aérobies-anaérobies associées aux muqueuses, absentes dans les 

selles. La quantité de bactéries anaérobies strictes dans les selles est similaire avec celle 

associée à la muqueuse colique.  
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2. Les phyla majoritaires du microbiote intestinal 

L‟analyse en biologie moléculaire de l‟ARN 16S bactérien dans les selles, a identifié 3 phyla 

majoritaires qui rassemblent le plus grand nombre de bactéries dominantes du tractus 

intestinal : Firmicutes, Bacteroidetes (représentent à eux deux > 90%) et Actinobacteria 

(<10%). Chaque phylum est divisé en classe, ordre, famille, genre et espèce.  

a) Le phylum des Firmicutes  

Les Firmicutes sont des bactéries Gram positives subdivisées en 3 classes principales : les 

Clostridia (anaérobies), les Bacilli (aérobies) et les Erysipelotrichi (ou Mollicutes). Au niveau 

des selles, les Clostridia du groupe IV et XIVa sont les plus abondants. Parmi les Clostridia 

du groupe IV, on retrouve Faecalibacterium prausnitzii qui est l‟espèce prédominante. Elle 

Figure 9: Distribution des microorganismes non-pathogènes fréquemment rencontrés chez 

l’adulte. Modifié d’après Biology of microorganisms, Brock, Pearson Eds (12ème édition, 2009) 
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possède la capacité de métaboliser les carbohydrates pour former du butyrate et du lactate. 

Eubacterium et Roseburia sont les genres les plus fréquents retrouvés dans le groupe XIVa 

des Clostridia (178,179).  

b) Le phylum Bacteroidetes 

Ce phylum est composé majoritairement de 3 classes de bactéries Gram négatifs: Bacteroidia, 

Flavobacteria et Cytophaga. Les plus représentées sont les Bacteroidiales (anaérobies) dont 

l‟espèce Bacteroides thetiaotaomicron est connue pour ses fonctions d‟absorption de 

nutriments et de maturation des cellules épithéliales (180). 

c) Le phylum Acinetobacteria 

Les Acinetobacteria sont des bactéries Gram positifs dont le genre le plus abondant retrouvé 

dans les selles est Bifidobacterium.  

 

B. Développement et facteurs influençant le microbiote intestinal 

chez l’Homme 

1. Le microbiote intestinal au cours de la vie 

L‟environnement du fœtus in utero a longtemps été considéré comme stérile. Récemment, la 

détection de bactéries dans le placenta de volontaires sains (181), dans le liquide amniotique 

de prématurés (182) et dans le méconium (183), semblent ouvrir un champs d‟étude majeur 

sur le microbiote intestinal en période prénatale.   

Le mode d‟accouchement par voie basse ou par césarienne est reconnu comme modulant la 

colonisation du tractus digestif du nouveau-né. Les enfants nés par voie basse présentent un 

microbiote intestinal semblable à celui du microbiote vaginal (Lactobacillus) et intestinal 

(Enterobacteria et Bifidobactrium) de leur mère (184). Cette étude montre également que la 

composition du microbiote intestinal de l‟enfant ressemble à celui d‟un adulte dès lors que 
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l‟allaitement maternel est arrêté  (même si la diversification par une alimentation solide est 

déjà instaurée) (184). Chez l‟enfant vers l‟âge de deux ans, un équilibre des populations 

bactériennes intestinales est atteint, avec une biodiversité phylogénétique et fonctionnelle 

voisine de celle de l‟adulte. L‟augmentation rapide de la diversité bactérienne ralenti dès l‟âge 

de 5-6 ans et reste plus faible chez les enfants par rapport aux adultes (185). En période de 

pré-adolescence (7 à 12 ans), le microbiote intestinal est enrichi en Bifidobacterium, 

Faecalibacterium et Lachnospiraceae en comparaison avec le microbiote adulte (186). Chez 

l‟adulte, il existe une variabilité inter-individuelle forte concernant les espèces bactériennes 

présentes et leur proportions (187). Toutefois, les phylums majeurs et les capacités 

fonctionnelles du microbiote intestinal restent similaires entres les volontaires sains (188). 

Chez les personnes âgées, la composition du microbiote intestinal devient plus instable et 

moins diversifiée notamment en raison d‟un affaiblissement des fonctions immunitaires (189).  

2. Les facteurs influençant la composition du microbiote intestinal 

La composition du microbiote intestinal reste stable dans le temps. C‟est équilibre appelé 

normobiose ou eubiose fait intervenir des phénomènes de résilience permettant de rétablir la 

diversité et la composition de la flore bactérienne après avoir été perturbée. L‟altération de la 

diversité des espèces bactériennes appelée dysbiose avec une incapacité du système à se 

résilier est en lien avec certaines pathologies telles que les MICI, l‟obésité, le diabète de type 

2. Plusieurs facteurs sont connus pour influencer positivement ou négativement 

l‟établissement et le maintien de cet écosystème agissant donc sur la santé de l‟hôte. 

a) Les facteurs génétiques 

Des études montrent que la composition du microbiote intestinal de jumeaux monozygotes 

sont similaires (190,191). A l‟âge adulte, les jumeaux mono- et dizygotes présentent 

également un microbiote intestinal comparable, suggérant que les facteurs environnementaux 

influenceraient davantage le microbiote d‟une même famille que les facteurs génétiques 
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(191). L‟analyse plus récente d‟espèces sous-dominantes, indique qu‟il n‟existe pas plus de 

similarité entre les microbiotes fécaux provenant de jumeaux monozygotes, génétiquement 

plus proches, que des dizygotes  (187). 

b) Les facteurs environnementaux 

De nombreux facteurs exogènes interviennent dans la colonisation du tractus digestif et le 

maintien de la composition et de la diversité du microbiote intestinale, parmi lesquels on 

retrouve : 

- Le mode d‟accouchement : (décrit dans le chapitre précédent). 

- Le terme de la naissance : les nouveau-nés prématurés présentent un retard dans la 

colonisation de leur tractus digestif et une diversité d‟espèces bactériennes moindre par 

rapport aux enfants nés à terme (192). Ces différences seraient en rapport avec le mode 

d‟accouchement des prématurés (préférentiellement par césarienne) et des soins 

médicaux lourds qu‟ils nécessitent diminuant leur exposition aux microorganismes 

environnementaux. 

- L‟allaitement : la flore intestinale qui s‟implante chez le nouveau-né allaité est plus stable 

que ceux nourris par du lait artificiel (193). L‟allaitement maternel entraine la 

prédominance du genre Bifidobacterium et Lactobacilli alors que ce sont les Bacteroides 

et les Enteroccocus qui prédominent lors de l‟allaitement artificiel (194). Lors de la 

diversification alimentaire, le profil du microbiote intestinal du nouveau-né devient 

similaire à ceux nourris au lait artificiel. 

- L‟exposition à des microorganismes : la théorie “hygiéniste” suggère qu‟une faible 

exposition à des microorganismes durant l‟enfance favoriserait l‟émergence d‟allergies 

par défaut de mise en place des mécanismes de régulation du système immunitaire (195). 

Cela peut expliquer les différences observées entre des enfants nés dans les pays 

émergents par rapport aux pays industrialisés (196).  
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- Les traitements médicamenteux : l‟antibiothérapie est le principal facteur extrinsèque 

entrainant une dysbiose. Les traitements à base d‟antibiotiques réduisent la diversité du 

microbiote fécal des nouveau-nés et retardent la colonisation par des espèces, considérées 

comme ayant des effets bénéfiques, telles que les Lactobacilli et les Bifidobacterium 

(197–199).  

- L‟alimentation : chez l‟Homme, des groupes homogènes de population ont été identifié 

selon les espèces bactériennes prédominantes appelés entérotypes (Bacteroides, 

Prevotella et Clostridiales).  Chaque entérotype semble être associé au régime 

alimentaire suivi à long terme. Un régime riche en graisses et protéines animales est 

retrouvé dans l‟entérotype Bacteroides tandis qu‟un régime riche en carbohydrates et 

fibres végétales favoriserait l‟entérotype Prevotella (187,200,201). 

Les différents facteurs influençant la stabilité de la composition du microbiote intestinal sont 

résumés dans la Figure 10. 

  

Enterobacteria	

In	utero	 Enfant	

Naissance	

Adulte	 >70	ans	

D
iv
er
si
té
	b
ac
té
ri
en

n
e	

0	 2		 6	 12	 70	

Age	(ans)	Accouchement	

Allaitement	

Diversifica on	
alimentaire	

Alimenta on	

An biothérapie	

Géné que	

Bifidobacterium	

Bacteroidetes	
Firmicutes	

Figure 10: Principaux facteurs influençant le développement et la stabilité du microbiote 

intestinal humain au cours de la vie. 
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C. Les fonctions du microbiote intestinal 

Le microbiote intestinal a de multiples rôles physiologiques nécessaires à la santé de son hôte. 

Ces fonctions métaboliques, protectrices et immunologiques ont des actions à la fois au 

niveau local (au niveau digestif) mais également systémique (Figure 11). Le développement 

de modèles animaux sans flore intestinale ou axéniques et/ou avec un microbiote déterminé 

ou gnotoxéniques a permis d‟identifier ces fonctions. 

 

1. Fonctions trophiques sur l’épithélium digestif. 

Le microbiote intestinal joue un rôle trophique prépondérant sur la muqueuse intestinale et 

particulièrement sur les cellules épithéliales qui la constituent. Chez les rats axéniques, on 

peut observer des cryptes atrophiées et leur nombre diminué en comparaison avec des rats 

sauvages (202).  Il existe par ailleurs, une hypertrophie villositaire au niveau grêlique, très 

probablement en rapport avec des phénomènes compensatoires (202).  
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Figure 11: Principales fonctions du microbiote intestinal. 
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Le microbiote présente une action sur la motilité intestinale. Il existe chez les rats axéniques, 

un ralentissement et une réduction de la propagation des complexes moteurs migrants 

réversible après re-colonisaton bactérienne (203). Cet effet serait en partie lié à un mécanisme 

impliquant le microbiote et les cellules entéro-endocrines sécrétrices du neuropeptide Y (204).  

L‟angiogenèse intestinale est également en partie régulée par les bactéries commensales 

intestinales, ayant une action sur les cellules de Paneth (205). Plus récemment, une étude a 

montré que le microbiote pouvait activer les cellules endothéliales microvasculaires de 

l‟intestin induisant la production de facteurs pro-angiogéniques (206). 

2. Fonctions protectrices : effet barrière 

Les bactéries commensales s‟opposent à la colonisation des bactéries pathogènes dans le 

tractus digestif. Trois mécanismes intriqués expliquant ce phénomène, ont été décrit. Tous 

d‟abord,  les bactéries commensales du microbiote entrent en compétition avec les pathogènes 

bloquant l‟accès aux nutriments et aux sites d‟adhérence aux cellules épithéliales (207). De 

plus, nombreuses bactéries du microbiote intestinales produisent des molécules 

bactériostatiques et bactéricides afin de stabiliser la composition de la flore. Ces molécules 

appelées bactériocines sont efficaces contre les pathogènes (208). Enfin, le microbiote stimule 

le système immunitaire inné et adaptatif pouvant ainsi protéger la barrière intestinale 

indirectement contre les bactéries pathogènes. Le rôle de la flore intestinale sur l‟immunité 

sera décrit ultérieurement. 

Le microbiote intestinal via la production d‟acides gras à chaines courtes (AGCC) tel que le 

butyrate peut avoir une action de renforcement des jonctions serrées (209,210).  

Enfin, l‟effet barrière du microbiote intestinal implique la production de mucus recouvrant la 

muqueuse digestive. Ce mucus contient à la fois des mucines entre l‟épithélium intestinal et 

les bactéries mais aussi des agents antibactériens (lysosymes, IgA soluble et défensines) 

produits par les cellules épithéliales (211). Le microbiote intestinal peut moduler la teneur en 

mucines du mucus de manière directe et indirecte via les cellules calciformes (212). 
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3. Les fonctions métaboliques 

L‟une des fonctions majeures du microbiote intestinale est de métaboliser ce que consomme 

l‟hôte. Les nutriments sont essentiellement métabolisés au niveau grêlique, les acides biliaires 

et la vitamine B12 au niveau iléal, l‟eau et les électrolytes au niveau colique. La survie des 

bactéries dépend essentiellement des substrats alimentaires non digérés dans l‟intestin grêle. 

Les produits ainsi générés par les bactéries sont pour l‟hôte nécessaire à sa bonne santé. Bien 

que le microbiote intestinal ait un rôle avéré dans le métabolisme des lipides, des protides et la 

synthèse vitaminique, nous nous sommes essentiellement intéressés aux produits issus du 

métabolisme glucidique qui sont connus pour moduler le système immunitaire. Nous 

développerons donc dans ce chapitre le métabolisme glucidique des bactéries commensales du 

tube digestif.  

Les glucides complexes non digestibles sont essentiellement l‟amidon et les polysaccharides 

végétaux (cellulose, pectines). L‟hydrolyse et la fermentation des ces glucides sont les 

fonctions métaboliques prédominantes du microbiote intestinal aboutissant à la production de 

gaz intestinaux et de métabolites tels que les AGCC. La première étape est régit par 

l‟hydrolyse des glucides complexes conduisant à des oligosaccharides, eux-mêmes fermentés 

en AGCC. Les trois AGCC les plus abondants dans les selles sont l‟acétate, le propionate et le 

butyrate avec un ratio de 3:1:1 (213). L‟acétate est produit par la plupart des bactéries 

commensales alors que le propionate et le butyrate par des bactéries plus spécifiques. In vivo, 

la production de butyrate dépend des bactéries productrices de butyrate telles que les 

Clostridia du cluster IV (représentés par Faecalibacterium prausnitzii) et les Clostridia du 

cluster XIVa (représentés par Eubacterium rectale /Roseburia spp.) du phylum des Firmicutes 

(179). Les voies métaboliques des carbohydrates ainsi que les bactéries qui en sont la source 

sont résumés dans la Figure 12. 
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Figure 12: Fermentation des carbohydrates par les bactéries du microbiote intestinal. 

Des trois principaux AGCC (en rouge), l‟acétate peut être produit à partir de nombreuses 
bactéries productrices de pyruvate via l‟acétyl-Coenzyme A (Acetyl-CoA) et la voie de Wood-
Ljungdahl. Le butyrate est formé à partir de 2 molécules d‟acetyl-CoA par de nombreux 
Firmicutes. Dans la majorité des cas, le butyryl-CoA acetate CoA transferase catalyse la dernière 
étape enzymatique. La voie de production principale du propionate est la voie du succinate par les 
Bacteroidetes. Les voies lactate et succinate sont activées par certains Firmicutes. Deux autres 
voies métaboliques sont utilisées dans la production de propionate : la voie acrylate (utilisant le 
lactate) et la voie propanediol utilisant les deoxyhexoses (fucose et rhamnose).  
Les espèces bactériennes correspondent à celles décrites dans des études sur cultures bactériennes 
et d‟analyses métagénomiques et ne sont pas exhaustives.  
Les Archaea (orange), Bacteroidetes (gris), Lachnospiraceae (Firmicutes, bleu), 
Ruminococcaceae (Firmicutes, violet), Negativitus (Firmicutes, vert) et Proteobacteria (marron). 
DHAP (dihydroxyacetonephosphate) ; PEP (phosphoenolpyruvate). 
Extrait de Louis P, Nat Rev Microbiol 2014 
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Les AGCC ont des rôles différents et fondamentaux dans la santé de l‟hôte. L‟acétate qui est 

le plus abondant des AGCC retrouvé en systémique. C‟est un métabolite essentiel dans la 

croissance bactérienne et joue un rôle dans le métabolisme du cholestérol et dans la 

lipogénèse au niveau hépatique (214). Le propionate est une source d‟énergie pour les cellules 

épithéliales intestinales, mais peut également être présent au niveau systémique. Il intervient 

dans la gluconéogénèse au niveau intestinal et hépatique (215). Le butyrate est le métabolite 

le plus important pour la santé de l‟hôte. Il représente la source énergétique principale des 

colonocytes. Il est largement consommé dans la lumière digestive et est retrouvé à de faibles 

concentrations dans la circulation systémique. Il peut diffuser de manière passive ou active 

par des transporteurs à travers les membranes plasmatiques des colonocytes et des cellules 

immunitaires principalement (216). Son action sur les cellules de l‟hôte peut également faire 

intervenir des récepteurs transmembranaires : les récepteurs couplés à une protéine G (GPR) 

sur lesquels se fixent les AGCC sont les GRP41, GRP43 et GRP109A spécifique au butyrate 

(216). Il présente également de nombreuses fonctions chez l‟Homme tels que le renforcement 

de la barrière intestinale, une activité anti-inflammatoire ou anti-cancéreuse. Au niveau de 

l‟épithélium intestinal, le butyrate stimule la sécrétion de mucines connu pour protéger la 

barrière intestinale de micro-organismes pathogènes (217). Comme décrit précédemment, le 

butyrate a également une action de renforcement des jonctions serrées. L‟action anti-

inflammatoire de ce métabolite au niveau de la muqueuse intestinale et systémique sera 

développée dans le prochain chapitre. L‟étude du microbiote intestinal a permis de montrer 

que chez les patients atteints de cancer colorectal,  des selles pauvres en bactéries du phylum 

des Firmicutes et riches en Bacteroidetes (218). De plus, un faible niveau de butyrate dans les 

selles est observé chez les patients atteints de cancer colorectal au stade avancé (219,220). 

Des travaux ont tenté d‟expliquer s‟il existait un lien entre le butyrate et le risque de 

développer un cancer colorectal. Le butyrate est un inhibiteur d‟Histone Déacétylase (HDAC) 

ayant une action apoptotique sur les cellules tumorales (221–223). Les corps apoptotiques 
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entrainent une maturation des cellules présentatrices d‟antigènes, capables de stimuler les 

réponse T spécifiques contre les cellules tumorales. L‟action anti-tumorale du butyrate semble 

en partie liée à l‟augmentation de l‟immunogénicité tumorale (224,225). L‟enrichissement du 

tube digestif par des bactéries productrices de butyrate pourrait limiter le développement de ce 

type de cancer. 

4. Fonctions sur l’immunité et l’inflammation 

Durant les dernières années, le champ d‟étude en immunologie a été révolutionné par la 

compréhension du rôle fondamental du microbiote intestinal sur l‟induction, la maturation et 

la fonction du système immunitaire chez les mammifères. Le SI est modulé par le microbiote 

de manière complexe, lui permettant d‟être à la fois tolérant vis-à-vis de ce dernier tout en 

reconnaissant les pathogènes à éliminer. 

a) Réponses immunitaires à la colonisation du tractus digestif 

A la naissance, le tractus digestif du nouveau-né est rapidement colonisé par des bactéries 

commensales. Les mécanismes par lesquels la muqueuse intestinale s‟adapte à ces 

changements sont toujours en cours d‟exploration mais certains arguments scientifiques sont 

connus.  

Le colostrum et le lait maternel contiennent des micro-organismes, des métabolites, des IgA et 

des cellules immunitaires. La synergie de ces éléments permet une colonisation bactérienne 

harmonieuse et tolérée. L‟interaction des IgA avec les métabolites nécessaires à la survie des 

bactéries et/ou les antigènes microbiens permet d‟inhiber l‟activation immunitaire et la liaison 

des bactéries aux cellules épithéliales intestinales (226). Une fois la colonisation bactérienne 

débutée, le nouveau-né met progressivement en place des réponses immunitaires et 

notamment la production et la sécrétion d‟IgA dans la lumière digestive (227). La production 

d‟IgA se fait de manière T-dépendante et indépendante (228,229) (Figure 13) et permet de 
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renforcer la barrière intestinale en empêchant le passage bactérien à travers l‟épithélium 

(230). 

 

 

Figure 13: Production d’IgA dans la muqueuse intestinale. 

Production d‟IgA T-dépendante (à gauche) se produit dans les plaques de Peyer dans lesquelles 
les cellules dendritiques (DC) se trouvent pour capturer les Ag bactériens transférer par les 
cellules M. Les DC induisent la différenciation des LT CD4+ en LT follicular helper (TFH). Le 
CD40 ligand (CD40L) et l‟IL-21 produit par les TFH induisent l‟expression de l‟activation-
induced déaminase (AID) dans le lymphocyte B (B cell) et la commutation de classe (class-
switch recombinaison). La production d‟IgA T-indépendante (à droite) a lieu dans la lamina 
propria et les follicule lymphoïdes isolés (ILFs), où des facteurs d‟activation des lymphocytes B 
(BRAFF et APRIL) produits par les DC induisent l‟expression de l‟AID par le  lymphocyte B. 
Innate Lymphoid cell 3 (ILC3s) exprimant RORγt est également impliqué par l‟expression de 
lymphotoxin (LT)-α et LT-β qui activent les DC.  
La voie T-indépendante produit des IgA de faible affinité mais directement dirigés contre le 
microbiote. La voie T-dépendante est activée par la colonisation de la surface épithéliale par des 
bactéries filamenteuses segmentées (SFB), Mucispirillum, Clostridium scindens et Akkermansia 

muciniphila. Le clone B produit par cette voie peut persister et ré-entrer dans le centre germinatif  
pour de nouvelles hypermutations somatiques et ainsi produire des IgA de haute affinité adapté à 
la variabilité de la composition du microbiote intestinal. 
Extrait de Honda, Nature 2016 
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La capacité de tolérer la colonisation bactérienne est également en partie liée à l‟immaturité 

du SI du nouveau-né. On peut en effet observer une production de cytokines pro-

inflammatoires ainsi que le développement des lymphocytes B et T donc l‟activation paraît 

sous-optimal (231). La conséquence étant une susceptibilité accrue aux infections. 

Les réponses immunitaires sont médiées par la reconnaissance du microbiote intestinal par 

l‟hôte via les microbial-associated molecular patterns (MAMPs). Alors qu‟en période 

néonatale, les cellules immunitaires expriment des récepteurs Toll-like récepteurs (TLR), la 

réponse du système immunitaire reste distincte de chez l‟adulte. Il existe un déficit de 

production de médiateurs pro-inflammatoires au profit de médiateurs anti-inflammatoires tels 

que l‟IL-10 (232). Ce phénomène est en partie lié au microbiote lui-même. Il semble 

également que l‟interaction du LPS (lipopolysaccharide) avec son ligand, le TLR4 n‟entraine 

pas d‟activation immunitaire au niveau intestinal. En post-natal immédiat, il existe une 

activation spontanée des cellules épithéliales intestinales en réponse aux endotoxines 

entrainant une diminution de IL-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK-1) conduisant à 

l‟inhibition du signal TLR4 (233,234). Ce mécanisme de tolérance du système immunitaire au 

niveau digestif a été étudié uniquement dans des modèles précliniques.  

Enfin, la colonisation bactérienne du tractus digestif contribue au développement de structures 

lymphoïdes secondaires. Dans les modèles axéniques, il existe une hypoplasie des plaques de 

Peyer, une réduction du nombre de lymphocytes T CD4+ et de plasmocytes produisant des 

IgA (230,235,236). De la même manière, il existe une atteinte à distance de la muqueuse 

intestinale avec une réduction de la taille et du nombre de cellules présentent dans les 

ganglions mésentériques (MLN) (237). 

De nombreuses études ont été réalisées sur des modèles axéniques permettant de mettre en 

évidence les effets de la flore sur le système immunitaire innée et adaptatif que nous 

évoquerons dans les 2 prochaines sections. 
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b) Rôle du microbiote intestinal sur l‟immunité innée 

L‟étude des cellules présentatrices d‟antigènes a pu montrer que chez les souris axéniques ou 

germ-free, il existe à leur naissance un nombre réduit de macrophages et de cellules 

dendritiques dans la muqueuse comparativement aux souris conventionnelles (238). 

Concernant les cellules dendritiques, ce déficit est exclusivement retrouvé au niveau 

intestinal. Les cellules dendritiques situées dans les ganglions mésentériques et la rate restent 

à des niveaux similaires entre les souris germ-free et les souris conventionnelles. De la même 

façon, aucune différence n‟a été observée sur certains marqueurs d‟activation comme les 

molécules de classe II du complexe majeur d‟histocompatibilité (CMH-II) et la molécule de 

co-stimulation CD86 ou la prolifération des lymphocytes T (239).   

Les cellules présentatrices d‟antigènes peuvent présenter des phénotypes tolérogènes pour les 

bactéries commensales. Cependant, elles doivent reconnaître les pathogènes. Afin de pouvoir 

reconnaitre les pathogènes sans pour autant activer le système immunitaire contre les 

bactéries commensales, les cellules présentatrices d‟antigènes de la lamina propria peuvent 

exprimer de manière sélective le TLR5 (reconnaissance la flagelline des bactéries flagellées) 

et pas le TLR4 (reconnaissance le LPS des bactéries gram négative), permettant de produire 

des cytokines pro-inflammatoires (IL-6) en réponse à une bactérie flagellée (240). 

Les cellules lymphoïdes innées (ILC) se développent habituellement en l‟absence de 

microbiote intestinal, mais leur maturation semble dépendre de signaux bactériens (242–244). 

La famille des ILC sont réparties en ILC cytotoxiques (cellules Natural killer, NK) et ILC non 

cytotoxiques. Ces ILC présentent un phénotype lymphocytaire mais n‟ont pas de récepteurs 

spécifiques aux antigènes comparativement aux lymphocytes B et T. Les ILC non 

cytotoxiques sont réparties en 3 groupes en fonction de l‟expression de molécules de surface, 

de facteurs de transcription et de leur profil sécrétoire; ILC1, ILC2 et ILC3 (Figure 14)  (244).  
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De nombreuses études montrent un lien entre les  ILC3 et le microbiote (Figure 15). En 

fonction du stimulus, l‟ILC3 peut produire de l‟IL-17A, l‟IL-17F, l‟IL-22, le granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ou le TNF. Il a plusieurs fonctions telles 

que l‟immunité anti-bactérienne, l‟inflammation chronique ou la réparation tissulaire (244). 

L‟absence d‟ILC3 entraine un passage systémique des bactéries commensales associée à une 

inflammation systémique prévenu par l‟apport d‟IL-22 (245). La présentation d‟Ag bactériens 

par les ILC3 limite la réponse T spécifiques à une bactérie commensale (246). Comme nous 

l‟avons évoqué précédemment, les ILC jouent également un rôle dans la production d‟IgA. 

Les bactéries flagellées reconnues par les cellules présentatrices d‟antigènes exprimant le 

CD103+ sécrètent de l‟IL-23 nécessaires à la production d‟IL-22 par l‟ILC3 (247). L‟IL-22 

permet à la fois un renforcement de la barrière intestinale et une production de peptides 

antimicrobiens par les cellules épithéliales intestinales. 

Figure 14: Familles des cellules lymphoïdes innées (ILC) non cytotoxiques chez la souris. 

Les ILC peuvent être activées par différents stimulis tels que les neuropeptides, les hormones, les 
cytokines, et sont impliqués dans l‟homéostasie des réponses immunitaires au niveau tissulaire. 
AHR, aryl hydrocarbon receptor; Areg, amphiregulin; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-
stimulating factor; IFNγ, interferon-γ; IL, interleukin; LTi, lymphoid tissue inducer; NCR, natural 
cytotoxicity receptor; NK, natural killer; TNF, tumour necrosis factor; TSLP, thymic stromal 
lymphopoietin. Extrait de Artis, Nature 2015 
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c) Le rôle du microbiote intestinal sur l‟immunité adaptative 

L‟influence de la flore intestinale sur les lymphocytes B a été évoquée précédemment (Figure 

13), nous nous intéresserons dans ce chapitre aux lymphocytes T, en particulier les Th17 et les 

Treg. 

La différenciation des cellules Th17 est caractérisée par l‟expression du facteur de 

transcription RORt et nécessite du TGF- et de l‟IL-6 ou de l‟IL-21 pour se différencier en 

Th17 à partir de LT naïfs, et d‟IL-23 pour leur maturation et leur survie (248). Leur signature 

cytokinique comprend l‟IL-17A, IL-17F et l‟IL-22 qui stimulent la production de peptides 

antimicrobiens par les cellules épithéliales intestinales et la formation de jonctions serrées 

(249). Les Th17 se situent au niveau de la lamina propria et constituent 30 à 40% des LT 

CD4+ mémoires. Ils ont un rôle indiscutable dans la prévention d‟infections bactériennes et 

Figure 15: ILC3 et microbiote intestinal. 

Les ILC communiquent avec le microbiote intestinal via les cytokines, les microbial-associated 
molecular patterns (MAMPs) et les peptides anti-microbiens. Les ILC3 interagissent avec les 
cellules de l‟immunité innée et adaptative. Elles sécrètent de l‟IL-22 qui induit des peptides 
antimicrobiens (AMPs) et renforce la barrière intestinale. Elles recrutent les neutrophiles et les 
macrophages via la sécrétion d‟IL-17 et de GM-CSF respectivement. AhR : aryl hydrocarbon 
receptor. Extrait de Thaiss, Nature 2016 
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fungiques. Chez l‟Homme, un déficit génétique dans l‟axe IL-17–IL-17 récepteur ou dans 

l‟expression du RORγt est associé à une susceptibilité accrue aux candidoses digestives 

(250,251). Les Th17 ont également un rôle majeur dans l‟inflammation en particulier lors 

d‟une stimulation par l‟IL-23 (252), où les Th17 sécrètent également de l‟interféron(IFN)- et 

le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) majorant l‟inflammation 

(253–255). Ces cellules Th1/Th17 sont nommées Th17 pathogènes et sont impliqués dans 

l‟auto-immunité (256). Dans les souris germ-free, les Th17 sont rares dans la lamina propria 

(257), cependant le nombre de Th17 varie largement entre les animaleries. La colonisation du 

tube digestif par les bactéries filamenteuses segmentées (SFB) adhérentes induisent des Th17 

(258) et induisent la protéine Sérum Amyloïde A (SAA) dans les cellules épithéliales. De 

plus, les SFB activent l‟ILC3 via l‟IL-23 pour produire de l‟IL-22. L‟expression de la SAA 

dans les cellules épithéliales dépend ainsi de l‟adhérence des SFB à l‟épithélium intestinal et 

de la l‟activation du récepteur de l‟IL-22 (258,259). La polarisation des Th17 dépend des 

monocytes exprimant le récepteur aux chémokines CX3CR1+ (260). Ces cellules peuvent 

répondre à une stimulation par la SAA en produisant des cytokines activatrices des ILC3 

impliquer dans la différenciation Th17 (258). Les mécanismes évoqués sont résumés dans la 

(Figure 16). 
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Les Treg exprimant le facteur de transcription FoxP3 sont retrouvés en large proportion dans 

la lamina propria de l‟intestin et joue un rôle de maintien de la tolérance vis-à-vis du 

microbiote intestinal. Ils ont également une fonction suppressive empêchant des réponses 

inflammatoires excessives médiées par les LT effecteurs. L‟intestin contient à la fois des Treg 

thymiques ou naturels se développant l‟influence de pression de sélection, et périphériques à 

partir notamment de lymphocytes T CD4+ naïfs. Chez la souris, il a était montré que les Treg 

périphériques sont largement présents dans le colon et expriment à la fois le FoxP3 et le 

RORγt (261,262). Dans les souris germ-free, il n‟y a pas de Treg périphériques, suggérant que 

Figure 16: Induction de Th17 par le microbiote intestinal. 

Les bactéries adhérentes à l‟épithélium initient la différenciation des LT naïfs en LT exprimant RORt 
(Th17) dans les ganglions mésentériques (MLN) via des CPA. Les Th17 peuvent s‟accumuler et se 
différencier en Th17 sécrétant de l‟IL-17 (en vert) dans la lamina propria de l‟intestin grêle. L‟adhésion de 
bactéries filamenteuses segmentées (SBF) induit une production de Sérum Amyloïde A (SAA) par les 
cellules épithéliales. La SAA module les cellules exprimant le CX3CR1 afin qu‟elles produisent de l‟IL-
23, qui stimule la sécrétion d‟IL-22 par les ILC3. La SAA peut également favoriser/augmenter la sécrétion 
d‟IL-17A produit par les Th17. L‟IL-23, l‟IL-1, les concentrations élevées en sel et les acides gras à 
chaines longues (AGCL) peuvent induire des Th17 pathogènes. Les Th17 pathogènes migrent vers les 
ganglions drainant les organes cibles où ils contribuent à l‟auto-immunité du fait d‟une la réactivité croisée 
entre certains peptides microbiens et des auto-antigènes. Modifié d’après Honda, Nature 2016 
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c‟est le microbiote intestinal a un rôle dans leur différenciation. Les Treg périphériques 

sécrètent de l‟IL-10 qui est une cytokine majeure de l‟immuno-régulation permettant 

de maintenir une tolérance immunitaire au niveau digestif. L‟IL-10 sécrétée par les Treg est 

essentielle pour la suppression les réponses pro-inflammatoires induites par les cellules 

myéloïdes, les LT et les Th17pathogènes (263–265). Les Treg périphériques expriment 

également plus fortement le CTLA-4 que les Treg thymiques (261). L‟inactivation du RORγt 

spécifiquement dans les Treg exprimant FoxP3 conduit à une inflammation de type Th2 ou 

l‟expansion de LT Th17 (261,262). La colonisation du tube digestif de souris germ-free par 

des Clostridia des clusters IV, XIVa et XVIII entrainent une forte accumulation de Treg dans 

le colon, préférentiellement des Treg exprimant RORγt (266,267). Les souches de Clostridia 

augmentent également l‟expression d‟IL-10 et du CTLA-4 sur les Treg coliques, et entraine 

une résistance au développement de colites induites. D‟autres bactéries commensales ont 

montré une induction de Treg dans des modèles animaux tels que le Lactobacillus reuteri et le 

Lactobacillus murimus (268,269). Des souches de Bacteroides ont également montré leur rôle 

dans l‟immunorégulation. Bacteroides fragilis  augmente la production d‟IL-10 par les Treg 

dans le colon grâce au polysaccharide A issu de la capsule bactérienne. Lorsque le 

polysaccharide A est relargué par Bacteroides fragilis, il peut activer les cellules dendritiques 

via le TLR-2 stimulant leur production d‟IL-10, induisant des Treg sécrétrices d‟‟IL-10 (270). 

L‟induction de Treg semble être un mécanisme crucial dans le maintien de l‟homéostasie 

digestive et de la relation hôte-bactérie. Les mécanismes évoqués sont résumés dans la 

(Figure 16). 
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d) Rôle des AGCC sur l‟immunité 

Nous avons discuté du rôle direct des bactéries sur la modulation du système immunitaire 

intestinal mais de nombreux travaux ont étudié l‟action indirecte de la flore intestinale via leur 

métabolite sur le SI localement et au niveau systémique. Dans ce chapitre, nous décrirons les 

principales fonctions des AGCC sur l‟immunité, en particulier le butyrate et son action sur 

l‟inflammation colique qui a fait l‟objet d‟un grand nombre d‟études. 

L‟effet des AGCC sur les cellules immunitaires peut être médié par les récepteurs GPR. La 

majorité des récepteurs aux AGCC comprennent les GPR41 et GPR43 qui sont tous les deux 

exprimés à la surface des cellules immunitaires (271,272). GPR43 est exprimé de manière 

Figure 17: Influence du microbiote intestinal sur les Treg. 

Les LT exprimant le FoxP3 sont représentés par les Treg exprimant le RORt  mais pas la 
Neuropilin-1 (Nrp1) induit en périphérie (pTreg) et les Treg générés dans le thymus (tTreg). Les 
DC produisent des médiateurs permettant la différenciation en pTreg, tels que le TGF- et l‟acide 
rétinoïque (RA). Les AGCC contribuent à l‟induction de pTreg via le GPR109A des DC, 
induisant la production d‟aldéhyde déshydrogénase (ALDH) qui métabolise la vitamine A. Les 
AGCC entrent dans les DC et exercent une effet HDAC inhibiteur entrainant la suppression des 
cytokines pro-inflammatoires. Les AGCC ont également une action directe sur les LT naïfs via le 
GPR43 ou l‟induction de FoxP3 via l‟inhibition d‟HDAC. L‟IL-2 provenant des LT effecteurs 
aident à stabiliser la différenciation en Treg. Modifié d’après Honda, Nature 2016 
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importante sur les neutrophiles et à moindre niveau sur les monocytes. Le GPR41 est 

exprimés à la surface des monocytes et des cellules dendritiques mais pas sur les neutrophiles. 

Le GPR41 et le GPR43 sont préférentiellement activés par le propionate puis le butyrate et 

l‟acétate. Le déficit en GPR43 entraine une exacerbation de l‟inflammation dans des modèles 

de colites. De plus, les souris germ-free avec peu ou pas d‟AGCC ont également le même 

statut inflammatoire que les souris déficientes en GRP43 (273). Par ailleurs, le GPR109A 

interagit uniquement avec le butyrate et à un rôle immunosuppresseur puisqu‟il induit la 

différenciation Treg et la production d‟IL-10 (222). L‟interaction du butyrate avec son 

récepteur spécifique a également montré un rôle dans l‟apoptose indépendante de son action 

HDAC inhibiteur (274). Ces observations montrent l‟effet anti-inflammatoire des SCFA via 

leurs récepteurs GPR. 

L‟impact du butyrate a été étudié sur les monocytes humains. In vitro, la présence de butyrate 

inhibe l‟expression d‟ICAM-1 ainsi que le CD86 sur les monocytes. Il en résulte une baisse 

de l‟activation lymphocytaire T sécrétant de l‟IFN (275). La même équipe a montré qu‟en 

stimulant in vitro des monocytes humains avec du Staphylocoque aureus  en présence de 

butyrate, l‟IL-12 est inhibée au profit de l‟IL-10. La stimulation des cellules mononuclées du 

sang périphérique (PBMC) par un anticorps anti-CD3 en présence de butyrate diminue la 

sécrétion d‟IL-2 et d‟IFN et induit la production d‟IL-10 et d‟IL-4 (276). Cet effet a 

également été montré sur les cellules dendritiques (277–279). In vitro, la culture des DC avec 

de l‟acide rétinoïque associé ou à du butyrate induit un phénotype muqueux aux DC qui 

expriment plus de CD103 et de marqueurs de domiciliation intestinale (47) (280). Dans ce 

même travail, il existe un diminution des capacités d‟activation des LT CD4+ par le butyrate 

(280). Plus récemment, une étude réalisée sur des macrophages activés par du LPS montre 

une diminution de la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que l‟oxyde nitrique, 

l‟IL-6 et l„IL-12 par inhibition d‟HDAC en présence de butyrate (281). 
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Les AGCC ont montré leur importance dans la régulation des Treg coliques chez la souris. Le 

butyrate et le propionate induisent une différenciation T en faveur des régulateurs. De plus, 

les AGCC (butyrate > propionate) augmentent la taille et la fonction de sécrétion d‟IL-10 des 

Treg induits (282,283). La différenciation des LT CD4+ naïfs se fait préférentiellement vers 

les Treg périphérique via l‟effet inhibiteur HDAC (284). 

Enfin, le butyrate a un rôle dans l‟anergie T par mécanisme d‟inhibition HDAC (285,286). 

Tous ces travaux montrent l‟importance de ces métabolites dans la tolérance immunologique 

au niveau de la muqueuse intestinale mais également en périphérie. Ils ont essentiellement 

une action anti-inflammatoire et immunorégulatrice. 

D. Microbiote intestinal et maladie de Crohn : cause ou 

conséquence ? 

Les maladies inflammatoires chroniques de l‟intestin (MICI) comprennent la maladie de 

Crohn et la rectocolite hémorragique caractérisées par une inflammation chronique de 

l‟intestin. Ces pathologies sont multifactorielles impliquant des prédispositions génétiques,  

des facteurs environnementaux tels que l‟alimentation, la prise d‟antibiotiques et le niveau 

socio-économique. Le rôle du microbiote intestinal dans leur physiopathologie est débattu. En 

effet, l‟existence d‟une dysbiose chez ces patients a bien été démontrée mais savoir si cette 

dysbiose est la cause du développement de l‟inflammation ou sa conséquence reste 

controversée.  

De nombreuses études montrent des différences dans la composition du microbiote entres les 

patients atteints de MICI et les volontaires sains en particulier la réduction de sa diversité et 

de son abondance. Le phylum des Firmicutes en particulier Faecalibacterium prausnitzii a 

une proportion diminuée dans les selles des patients ayant une maladie de Crohn (287–289). 

Les études du microbiote associé aux muqueuses (sur biopsies coliques) font discuter le rôle 

protecteur et anti-inflammatoire de  Faecalibacterium prausnitzii (290,291).  
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Les études de cohortes pédiatriques ont tenté d‟établir une notion temporelle entre la dysbiose 

et l‟inflammation. Deux études ont montré l‟existence d‟une dysbiose chez les enfants atteints 

de maladie de Crohn nouvellement diagnostiqués et naïfs de tout traitement (292,293). Ces 

études suggèrent que le déséquilibre du microbiote est présent précocement dans la maladie et 

pourrait signer son début. 

En dehors des études concernant la dysbiose, des travaux ont mis en évidence des bactéries 

commensales qui sous l‟influence de facteurs génétiques et environnementaux s‟avèrent être 

des germes pathogènes appelés pathobions entrainant une inflammation chronique intestinale. 

Escherichia coli adhérent-invasifs (AIEC) sont associés à la muqueuse iléale des patients 

atteints de maladie de Crohn (294) et assimilés à des pathobions en raison de leur capacité de 

réplication au sein des cellules épithéliales intestinales (295). 

Ces travaux montrent un lien évident entre la flore intestinale et la maladie de Crohn. 

Cependant, l‟inflammation intestinale peut engendrer une dysbiose tout comme l‟inverse et 

nécessite de poursuivre les recherches afin de pouvoir développer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques à visée préventive ou curative.  

E. Microbiote et réponse clinique aux traitements anti-cancéreux. 

Comme nous l‟avons décrit précédemment, le microbiote intestinal joue un rôle important sur 

la maturation et la modulation du système immunitaire au niveau digestif mais également au 

niveau systémique. En partant de ce constat, l‟impact du microbiote intestinal sur l‟efficacité 

thérapeutique des traitements anti-cancéreux a fait l‟objet de plusieurs publications durant les 

dernières années.  

L‟interaction directe des bactéries commensales sur l‟efficacité des chimiothérapies dans des 

lignées cellulaires (Lewis Lung Carcinoma, 4T1, CT26) a été récemment étudiée. Les auteurs 

montrent in vitro, que certaines bactéries peuvent moduler l‟efficacité de certains anti-

métabolites (gemcitabine, fludarabine, cladribine et CB1954) en modifiant la structure de la 

molécule (296). La capacité d‟E. coli à inhiber l‟effet anti-tumoral de la gemcitabine ou à 
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améliorer celle du CB1954 a été confirmée in vivo par ces auteurs. Ces résultats suggèrent 

l‟existence d‟interactions complexes entre la flore intestinale et les traitements de 

chimiothérapie. Les mécanismes expliquant ses interactions ont été étudiés de manière plus 

approfondie dans des modèles précliniques traités par des sels de platines ou du 

cyclophosphamide. L‟effet anti-tumoral des sels de platines (oxaliplatine et cisplatine) sur des 

tumeurs implantées en sous-cutanée dans des souris germ-free ou traitées par antibiothérapie 

large spectre, est dramatiquement diminué (297). L‟oxaliplatine perd sa capacité à inhiber la 

réplication des cellules tumorales en l‟absence de microbiote chez les souris (297). Les 

auteurs montrent que l‟absence de flore commensale prévient la production de reactive 

oxygen species (ROS) par les cellules myéloïdes infiltrant la tumeur, nécessaire à l‟effet anti-

tumorale des sels de platines. L‟adjonction de Lactobacillus acidophilus permet une 

restauration de l‟efficacité anti-tumorale des sels de platines via la stimulation des cellules 

myéloïdes infiltrant la tumeur à produire du ROS (297). Viaud et al s‟est intéressée à une 

autre molécule de chimiothérapie, le  cyclophosphamide, connu pour induire la mort 

immunogène. En effet, certaines molécules de chimiothérapie peuvent induire une apoptose 

de la cellule tumorale créant des corps apoptotiques immunogènes, activant ainsi les cellules 

présentatrices d‟antigènes en vue d‟une réponse adaptative spécifique dirigées contre la 

tumeur (298). Viaud et al ont observé que le cyclophosphamide entraine une altération de la 

composition du microbiote intestinal ainsi que de la barrière épithéliale, induisant une 

translocation bactérienne dans les ganglions mésentériques (299). Le cyclophosphamide 

induit une dysbiose avec un enrichissement en bactéries Gram positif tel que Enteroccocus 

hirae. Ces bactéries augmentent le ratio CD8+/Treg et activent les lymphocytes Th17 

pathogènes et les réponses mémoires Th1 dans la rate des souris traitées par le 

cyclophosphamide (299–301). Dans ce travail, les réponses Th17 pathogènes sont diminuées 

chez les souris germ-free comparativement aux souris conventionnelles. De plus, une autre 

espèce bactérienne identifiée, Barnesiella intestinihominis s‟accumule dans le colon et induit 
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l‟accumulation de cellules T productrices d‟IFN dans les tumeurs de souris traitées par le 

cyclophosphamide (300). La présence de lymphocytes Th1 spécifiques de E. hirae et de B. 

intestinihominis est associée à un meilleur pronostic chez les patients atteints de cancer 

bronchique et l‟ovaire et traités par chimiothérapie. Toutes ces données suggèrent l‟existence 

d‟un lien entre microbiote intestinal, le système immunitaire et efficacité anti-tumorale de 

certaines chimiothérapies en particulier celles ayant la capacité d‟induire la mort 

immunogène. 

Plus récemment, Des études précliniques ont permis d‟établir un lien entre la réponse 

tumorale à l‟anti-CTLA-4/PD-1 et le microbiote intestinal (302,303). Les tumeurs implantées 

en sous-cutanée chez les souris germ-free ou traitées par antibiothérapie large spectre ne 

répondent pas à l‟anti-CTLA-4. Le blocage du CTLA-4 entraine une réponse T au niveau 

iléo-colique conduisant à des lésions muqueuses et une dysbiose (302). L‟administration orale 

de Bacteroides fragilis et de Bacteroides thetaiotaomicron  restaure la réponse anti-tumorale 

de l‟anti-CTLA-4 en induisant la maturation des cellules dendritiques et une réponse Th1 dans 

les ganglions drainant la tumeur. Chez l‟Homme comme chez la souris, l‟anti-CTLA-4 induit 

des réponses Th1 spécifiques de B. fragilis et de B. thetaiotaomicron. La réponse anti-

tumorale de l‟anti-CTLA-4 peut être restaurée par  le transfert adoptif de lymphocytes T 

spécifiques de B. fragilis et de B. thetaiotaomicron (302). Ces résultats suggèrent que l‟anti-

CTLA-4 peut chez certains patients entrainer une dysbiose en faveur de l‟efficacité anti-

tumorale de ce traitement. En parallèle, une autre étude montre que l‟anti-PDL-1 n‟induit pas 

de dysbiose ni d‟inflammation digestive. En revanche, des tumeurs B16-SIY implantées en 

sous-cutanée, progressent plus rapidement chez les souris issues des laboratoires Taconic que 

celles issues de Jackson (JAX) (303). Les souris JAX présentent une infiltration intra-

tumorale enrichie en lymphocytes T CD8+ par rapport aux souris Taconic. La réponse anti-

tumorale des souris traitées par anti-PDL-1 était associée à un enrichissement de leur flore en 

Bifidobacterium. Le Bifidobacterium induit une activité T CD8+ cytotoxique spécifique à la 
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tumeur lors du blocage du PDL-1. Ces données montrent que l‟efficacité de l‟anti-PDL-1 

contrairement à l‟anti-CTLA-4 ne dépend pas de bactéries pro-inflammatoires (303). Le 

microbiote intestinal intervient dans de nombreux mécanismes impliqués dans 

l‟inflammation, l‟immunité, la carcinogénèse et la réponse aux traitements anti-tumoraux au 

niveau local. Peu de travaux décrivent les mécanismes par lesquels le microbiote peut avoir 

un effet à distance du tube digestif, en particulier sur les tumeurs extra-digestives et leurs 

réponses aux traitements. 
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OBJECTIFS DE THESE 

Au cours des dernières années, les inhibiteurs de checkpoint immunitaire ont révolutionné le 

paysage en oncologie. L‟anticorps monoclonal anti-CTLA-4 ayant été le premier à obtenir 

l‟AMM pour les patients atteints de mélanome métastatique, a permis de monter des cohortes 

prospectives pour des études académiques et translationnelles. Son utilisation présente des 

limites, i) une efficacité clinique au long cours d‟environ 18% seulement, ii) un 

développement fréquent de colites induites pouvant être sévères, iii) un coût élevé. Les 

combinaisons thérapeutiques montrent maintenant une augmentation de leur efficacité en 

termes de survie mais également de l‟incidence de leurs toxicités. Le nombre de patients qui 

vont recevoir des inhibiteurs de checkpoints immunologiques (anti-CTLA-4, anti-PD-1 et 

anti-PDL-1) va  donc fortement augmenter dans les prochaines années. L‟amélioration de leur 

efficacité et de leur tolérance passe par une meilleure compréhension de leurs mécanismes. La 

recherche de biomarqueurs prédictifs de réponse clinique et/ou  de développement de toxicité 

devient maintenant un enjeu majeur pour sélectionner les patients pouvant avoir un bénéfice à 

l‟utilisation de ces traitements. En partant de l‟observation que les colites induites par l‟anti-

CTLA-4 présentent plusieurs points communs avec les MICI, nous avons émis l‟hypothèse de 

l‟existence d‟une dysbiose associée à une dysrégulation du système immunitaire pouvant 

prédire la réponse clinique et/ou la survenue d‟une colite induite par l‟anti-CTLA-4.  

Au laboratoire, mon travail de thèse s‟intègre dans un projet collaboratif impliquant  

cliniciens (dermatologues et gastro-entérologues) et chercheurs (spécialistes du microbiote et 

en immunologie) et permet de répondre à plusieurs objectifs à partir d‟une cohorte 

prospective de patients atteints de mélanome métastatique et traités par l‟anti-CTLA-4 

(l‟ipilimumab). Les données recueillies comprenaient l‟analyse de la composition du 

microbiote intestinal et l‟immunophénotypage lymphocytaire T sur le sang périphérique avant 

le début et au cours du traitement par ipilimumab afin d‟identifier de potentiels liens entre le 

microbiote et le système immunitaire périphérique. L‟analyse du phénotypage lymphocytaire 



76 
 

sur des biopsies coliques chez les  patients développant une colite induite à l‟anti-CTLA-4 a 

été réalisée en parallèle. Les données obtenues sur la composition du microbiote, nous ont 

amené à doser des acides gras à chaines courtes dans le sérum et les selles des patients, et 

d‟étudier le rôle immunologique du butyrate sur l‟efficacité anti-tumorale de l‟anti-CTLA-4 

dans des modèles murins. 

Mon travail est divisé en 2 axes : l‟un sur les colites induites par l‟anti-CTLA-4 et l‟autre sur 

la réponse anti-tumorale. Les principaux objectifs sont : 

- Décrire l‟infiltrat lymphocytaire colique chez les patients développant une colite 

induite par l‟anti-CTLA-4 comparativement aux colites induites par l‟anti-PD-1. 

- Rechercher l‟existence d‟une composition du microbiote intestinal prédictif  de la 

colite induite par l‟anti-CTLA-4 et/ou de la réponse clinique. 

- Evaluer le lien entre la flore intestinale et le statut immunitaire périphérique des 

patients traités par l‟anti-CTLA-4 au regard de la réponse clinique et du 

développement de la colite. 

- Evaluer l‟impact des métabolites (AGCC) du microbiote intestinal sur l‟efficacité anti-

tumorale de l‟anti-CTLA-4 chez l‟Homme et dans des modèles de souris. 

- Comprendre les mécanismes immunologiques impliqués dans la modulation de la 

réponse anti-tumorale à l‟anti-CTLA-4 via le butyrate dans un modèle murin. 
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RESULTATS 

Article 1  

« Colon Immune-Related Adverse Events: anti-CTLA-4 and anti-PD-1 blockade induce 

distinct immunopathological entities » Journal of Crohn‟s and Colitis, accepté en 2017. 

Article 2 

« Baseline gut microbiota predicts clinical response and colitis in metastatic melanoma 

patients treated with ipilimumab » Annals of Oncology 2017. 

Article 3 

« Systemic microbial butyrate is associated with resistance to CTLA-4 blockade » manuscrit 

soumis à publication en September 2017.  
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Article 1.  

« Colon Immune-Related Adverse Events: anti-CTLA-4 and anti-PD-1 blockade induce 

distinct immunopathological entities » (Journal of Crohn’s and colitis, accepté en 2017) 

Clélia Coutzac, Julien Adam, Emilie Soularue, Michael Collins, Antoine Racine, Charlotte 

Mussini, Lisa Boselli, Nyam Kamsukom, Christine Mateus, Mélinda Charrier, Lydie Cassard, 

David Planchard, Vincent Ribrag, Karim Fizazi, Yohann Loriot, Patricia Lepage, Jean-Yves 

Scoazec, Caroline Robert, Franck Carbonnel, Nathalie Chaput 

Contexte Les anticorps bloquant le CTLA-4 ou le PD-1 ont montré leur efficacité sur la 

survie des patients atteins de mélanome métastatique (49,50). L‟une des principales limites à 

leur utilisation est l‟incidence élevée d‟effets indésirables d‟origine immunologique, en 

particulier la colite nécessitant le plus souvent l‟arrêt du traitement anti-tumoral. Les 

caractéristiques immunologiques des colites induites par l‟anti-CTLA-4 et l‟anti-PD-1 sont 

peu décrites. Leur prise en charge thérapeutique est similaire à celle des poussées de maladie 

inflammatoire chronique de l‟intestin (MICI) alors qu‟aucune donnée biologique ou 

immunologique ne permet d‟authentifier une physiopathologie commune. L‟objectif de ce 

travail a été de décrire et de comparer les caractéristiques immunologiques et histologiques 

des colites induites  par l‟anti-CTLA-4 et l‟anti-PD-1.  

Patients et Méthodes  Trente-trois biopsies coliques des patients développant une colite 

induite  par l‟anti-CTLA-4 (n=27), par l‟anti-PD-1 (n=6) et en poussée d‟une maladie 

inflammatoire chronique de l‟intestin (MICI; n=5)  naïfs de tout traitement ont été analysées 

en immunohistochimie et en cytométrie en flux. La concentration en TNFα a été évaluée dans 

les surnageants de biopsies par technique ELISA.  

Résultats principaux Les colites induites par l‟anti-CTLA-4 et par l‟anti-PD-1 sont toutes 

deux largement infiltrées par des LT. Cependant, ce sont les lymphocytes T CD8+ qui sont 

majoritairement retrouvés à la fois dans la lamina propria et en intra-épithélial dans les colites 
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induites à l‟anti-PD-1, alors que les LT CD4+ prédominent dans la lamina propria des colites 

induites à l‟anti-CTLA-4. Il n‟existe pas de différence concernant le nombre de Treg dans la 

muqueuse colique entre les 2 types de colites ni avec les biopsies de MICI. On observe 

également un nombre augmenté de LT CD4+ conventionnels activés (non Treg) définis par 

l‟expression d‟ICOS dans les biopsies de patients développant une colite sous anti-CTLA-4 

comparativement aux MICI. Parmi les LT CD4+ ICOS+, les LT CD4+ conventionnels étaient 

majoritaires dans les biopsies de colite à anti-CTLA-4, alors que la population Treg 

prédomine dans les colites à anti-PD-1 et dans les MICI. Enfin, une concentration élevée en 

TNFα d‟origine muqueuse est observée dans les surnageants de biopsies coliques de patients 

avec une colite à anti-CTLA-4. Une faible concentration en TNFα est associée à une réponse 

clinique aux corticoïdes.  

Conclusion Ce travail montre des différences au niveau de l‟infiltrat lymphocytaire T entre 

les colites induites par l‟anti-CTLA-4- par rapport à celles induites par l‟anti-PD-1. Ces 

résultats suggèrent que l‟inflammation colique induite par ces 2 types d‟inhibiteurs de point 

de contrôle immunologique a des mécanismes d‟induction ou d‟entretien distinctes. Bien que 

cette étude se base sur un nombre limité de patients, la faible concentration de TNFα d‟origine 

muqueuse dans les biopsies de colites induite par l‟anti-PD-1 pourrait remettre en cause 

l‟utilisation de l‟infliximab chez ces patients contrairement aux patients développant une 

colite induite par l‟anti-CTLA-4. Enfin, la concentration de TNFα d‟origine muqueuse semble 

associée au risque de développer une corticorésistance précoce chez les patients développant 

une colite à anti-CTLA-4. Ces données permettent de différencier d‟un point de vue 

immunologique les toxicités coliques induites par l‟anti-CTLA-4 versus par l‟anti-PD-1 et 

remettre en cause leur prise en charge thérapeutique qui à l‟heure d‟aujourd‟hui reste la 

même.   
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Supplemental Figure 1 

 

Supplemental Figure 1: CD3
+
 infiltration in CTLA-4-induced colitis and PD-1-

induced colitis  

A. Representative immunohistochemical detection of CD3+ cells in CTLA-4-induced colitis 
(upper panel) and PD-1-induced colitis (lower panel). B. Immunohistochemical (left panel) 
and flow cytometry analysis (right panel) of absolute counts of CD3+ T cells in CTLA-4- 
and PD-1-induced colitis. Each dot represents one patient. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 
ns = not significant by Mann Whitney tests (B) 
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Supplemental Figure 2 

Supplemental Figure 2: FoxP3
+
 infiltration in CTLA-4-induced colitis and PD-1-

induced colitis  

A. Representative immunohistochemical detection of FoxP3+ in CTLA-4-induced colitis 
(upper panel), PD-1-induced colitis (middle panel) and IBD patients (lower panel). B. 
Immunohistochemical analysis of absolute counts of FoxP3+ cells between CTLA-4-, PD-
1-induced colitis and IBD patients. C. Flow cytometry analysis of absolute counts of FoxP3+ 
CD4+ T cells, and percentage of FoxP3+ among CD4+ T cells in CTLA-4-, PD-1-induced 
colitis and IBD patients. Each dot represents one patient. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns 
means not significant by Kruskal-Wallis test (B-C).  



91 
 

Supplemental Figure 3 

  

Supplemental Figure 3: Representative dot plots of ICOS
+
 Treg and Tconv cells in colon 

biopsies from patients with CTLA-4-induced colitis, PD-1-induced colitis or IBD. 

Representative Dot plot of CTLA-4-induced colitis (upper panels), PD-1-induced colitis 
(middle panels) and IBD (lower panels). Intra-cellular FoxP3+ expression among CD4+ T cells 
(left panels), ICOS+ expression within conventional CD4+ T cells (Tconv) (middle left 
panels), ICOS+ expression within Treg cells (middle right panels) and FoxP3+ expression 
among ICOS+CD4+ T cells (right panels). 
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Article 2.  

« Baseline gut microbiota predicts clinical response and colitis in metastatic melanoma 

patients treated with ipilimumab » (Annals of Oncology 2017) 

N. Chaput †, P. Lepage †, C. Coutzac, E. Soularue, K. Le Roux, C. Monot, L. Boselli, E. 

Routier, L. Cassard, M. Collins, T. Vaysse, L. Marthey, A. Eggermont, V. Asvatourian, E. 

Lanoy, C. Mateus, C. Robert † & F. Carbonnel † 

Contexte L‟ipilimumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le CTLA-4, et a 

montré son efficacité dans le mélanome métastatique et, a ainsi reçu l‟AMM dans cette 

indication. Les études ultérieures ont montré que seulement 18% des patients ont une réponse 

thérapeutique à long terme. De plus, environ 20% des patients  traités par l‟ipilimumab 

développaient des colites sévères, pouvant imposer l‟interruption du traitement anti-cancéreux 

efficace. Des biomarqueurs prédictifs de la réponse clinique et/ou de la toxicité colique sont 

nécessaires pour optimiser la sélection des patients qui tireront bénéfice de ce traitement. Les 

colites induites par l‟ipilimumab présentent des caractéristiques similaires avec les MICI. Il 

semble que l‟inflammation colique associée à la dysbiose dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l‟intestin (MICI) est impliquée dans sa physiopathologie. De plus, des travaux 

récents établissent un lien entre le microbiote intestinal et la réponse anti-tumorale de l‟anti-

CTLA-4 dans des modèles précliniques. Se basant sur ces données, nous avons émis 

l‟hypothèse que la réponse clinique et/ ou la survenue d‟une colite induite par l‟ipilimumab 

peut dépendre de la composition du microbiote intestinal. L‟objectif de l‟étude a été d‟évaluer 

si le microbiote intestinal pouvait prédire la réponse anti-tumorale et/ou la survenue d‟une 

colite chez les patients atteints de mélanome métastatique et traités par ipilimumab. 

Patients et Méthodes  Vingt-six patients avec un mélanome métastatique et traités par 

ipilimumab ont été prospectivement inclus. La composition du microbiote intestinal a été 

analysée par le séquençage des gènes de l‟ARNr 16S en pré-thérapeutique et avant chaque 
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perfusion d‟ipilimumab. Les patients ont été regroupés en cluster en fonction des espèces 

prédominantes dans leur microbiote intestinal. Un immunophénotypage des cellules 

mononuclées du sang périphérique a été étudié en parallèle. 

Résultats principaux La composition du microbiote fécal en pré-thérapeutique est associée à  

la réponse anti-tumorale et à la survenue de la colite chez les patients atteints de mélanome 

métastatique et traités par ipilimumab. En comparaison avec les patients ayant un microbiote 

enrichi en Bacteroides (cluster B), les patients avec une flore enrichie en Faecalibacterium et 

autres Firmicutes (cluster A) ont une meilleure survie globale et sans progression. Chez les 

patients développant une colite induite par l‟ipilimumab, l‟enrichissement en Firmicutes 

(Faecalibacterium prausnitzii et Gemmiger formicilis) en pré-thérapeutique est associé à la 

survenue de colite, alors que les phylotypes de Bacteroidetes sont associés à l‟absence de 

colite. Une faible proportion de Treg en périphérie est associée au cluster A, au bénéfice 

clinique à long terme et à la survenue de la colite. L‟ipilimumab entraine une induction plus 

importante de l‟expression d‟ICOS sur les LT CD4+, ainsi que du CD25 soluble sérique chez 

les patients appartenant au groupe enrichi en Faecalibacterium (cluster A). 

Conclusion Le microbiote intestinal enrichi en Faecalibacterium en pré-thérapeutique est 

associé à la fois à une meilleure réponse clinique au traitement mais également à un risque 

plus élevé de développer une colite induite par l‟ipilimumab chez les patients atteints d‟un 

mélanome métastatique.  

De façon inattendue, ces données nous révèlent qu‟une flore intestinale enrichie en bactéries 

du phylum des Firmicutes connues pour être anti-inflammatoires et immunorégulatrices au 

niveau de la muqueuse intestinale est associée à la fois à la réponse anti-tumorale mais 

également au risque de développer une colite induite par l‟ipilimumab.  
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Table S1: Clinical characteristics of patients with or without colitis after receiving 

ipilimumab 

Characteristics 
No colitis Colitis 

n=19 (%) n=7 (%) 

Median age – year [range] 61 [47-76] 63 [42-80] 

Male sex 11 (58) 2 (29) 

Disease stage *   
M1a 7 (37) 1 (14) 

M1b 0 (0) 0 (0) 

M1c 11 (58) 6 (86) 

Elevated LDH (>250 UI/mL) 7 (37)** 1 (14) 

Clinical response   
Long term clinical benefit 5 (26) 4 (57) 

Minimal or no clinical benefit 14 (74) 3 (43) 

Prior therapies:    
None  13 (68) 2 (29) 

Chemotherapy  2 (11) 2 (29) 

BRAF-inhibitor  0 (0) 2 (29) 

Immune check point inhibitor 3 (16) 1 (6) 

Others 1 (5) 0 (0) 

Median survival  - months 18 Not reached 

Median progression - month 4 10 

Treatment after progression   
None 5 (26) 3 (43) 

Anti-PD-1 9 (47) 1 (14) 

Others 4 (26) 3 (43) 

Personal history of immune disorders  1 (5) 2 (22) 

Immune related Adverse Event    
Thyroiditis 1 (5) 1 (14) 

Hypophysitis 3 (16) 0 (0) 

Hepatitis 3 (16) 0 (0) 

Cutaneous toxicity 3 (16) 2 (22) 

Other 1 (5) 1 (14) 

NSAIDs prior to anti-CTLA-4 1 (5) 0 (0) 

Antibiotics prior to anti-CTLA-4 4 (21) 0 (0) 

 

LDH, lactate dehydrogenase; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs. 

* One patient with extended vaginal localization, surgery was not indicated.   

** 1 missing data 

  



107 
 

Table S2: Clinical characteristics of patients with or without clinical benefit from 

ipilimumab 

 

Characteristics Poor clinical benefit Long term clinical benefit 

  n=17 (%) n=9 (%) 

Median age – year [range] 64 [42-76] 61 [46-80] 

Male sex 9 (53) 4 (44) 

Disease stage *   
M1a 6 (35) 2 (22) 

M1b 0 (0) 0 (0) 

M1c 10 (59) 7 (78) 

Elevated LDH (>250 UI/mL) 6** (35) 2 (22) 

Ipilimumab induced colitis 3 (18) 4 (44) 

Prior therapies:   
            None  10 (59) 5 (56) 

Chemotherapy  1 (6) 2 (22) 

BRAF-inhibitor  0 (0) 2 (22) 

Immune check point inhibitor 4 (24) 0 (0) 

Others 2 (12) 0 (0) 

Median survival  - month  Not reached Not reached 

Median progression - month 3 28 

Treatment after progression   
None 2 (12) 6 (67) 

Anti-PD-1 10 (59) 1 (11) 

Others 5 (29) 2 (22) 

Personal history of immune disorder 1 (6) 2 (22) 

NSAIDs prior to anti-CTLA-4 0 (0) 1 (11) 

Antibiotics prior to anti-CTLA-4 3 (18) 1 (11) 

 

Abbreviations as in Table S1 

* One patient with extended vaginal localization, surgery was not indicated.   

** 1 missing data 
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Table S3: Fecal samples repartition and distribution for each patient. The sampling 

time, sequencing technology and clinical information as well as antibiotics are indicated 

for each sample. 

Sample ID Patient ID
Sampling 

Visit
ATB

Sequencing 

technology

Colitis 

Adverse 

event

IPI Response IPI effect

Colitis 

associated 

microbiota

Colitis 

prediciton

Response 

prediction

G001_V1 G001 V1 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 1 1 1

G001_V5 G001 V5 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G001_tox G001 Tox 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 1 0 0

G001_posttoxG001 postTox 0 454 Colitis Poor_Benefit 0 0 0 0

G003_V1 G003 V1 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 1 1

G003_V3 G003 V3 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G003_V4 G003 V4 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G004_V1 G004 V1 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 1 1

G004_V2 G004 V2 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G004_V3 G004 V3 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G004_V4 G004 V4 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G006_V1 G006 V1 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 1 1

G006_V2 G006 V2 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G006_V3 G006 V3 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G006_V4 G006 V4 0 454 No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G008_V1 G008 V1 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 1 1

G008_V2 G008 V2 1 (Ofloxacine) 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G008_V3 G008 V3 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G008_V4 G008 V4 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G008_tox G008 Tox 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 0 0

G008_posttoxG008 postTox 0 454 Colitis LT_Benefit 0 0 0 0

G009_V1 G009 V1 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G009_V3 G009 V3 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G012_V1 G012 V1 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 1 1

G012_V2 G012 V2 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G012_V3 G012 V3 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G012_V4 G012 V4 1 (Acide fusidique) 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G012_tox G012 Tox 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 0 0

G014_V1 G014 V1 0 454 Colitis LT_Benefit 0 1 1 1

G014_tox G014 Tox 0 454 Colitis LT_Benefit 0 1 0 0

G015_V1 G015 V1 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 1 1

G015_V2 G015 V2 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G015_V4 G015 V4 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G015_V5 G015 V5 0 454 Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G015_tox G015 Tox 0 454 Colitis LT_Benefit 1 1 0 0

G016_V1 G016 V1 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 1 1 1

G016_V2 G016 V2 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G016_V3 G016 V3 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G016_tox G016 Tox 0 454 Colitis Poor_Benefit 1 1 0 0

G017_V1 G017 V1 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G017_V3 G017 V3 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G017_V4 G017 V4 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G017_V5 G017 V5 0 454 No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G020_V1 G020 V1 1 (Amoxicilline + Acide Clavulanique +  Pipéracilline) Miseq No_Colitis LT_Benefit 1 0 1 1

G020_V2 G020 V2 0 Miseq No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G020_V4 G020 V4 0 Miseq No_Colitis LT_Benefit 1 0 0 0

G021_V1 G021 V1 1 (Norfloxacine) Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G021_V2 G021 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G021_V3 G021 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G022_V1 G022 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G024_V1 G024 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G024_V2 G024 V2 1 (Ofloxacine) Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G028_V1 G028 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G028_V2 G028 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G028_V3 G028 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G028_V4 G028 V4 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G030_V1 G030 V1 0 Miseq No_Colitis LT_Benefit 0 0 1 1

G034_V1 G034 V1 1 (Amoxicilline + Acide Clavulanique + Ciprofloxacine) Miseq No_Colitis Poor_Benefit 0 0 1 1

G035_V1 G035 V1 0 Miseq Colitis Poor_Benefit 1 1 1 1

G035_V4 G035 V4 0 Miseq Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G035_tox G035 Tox 0 Miseq Colitis Poor_Benefit 1 1 0 0

G036_V1 G036 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G036_V2 G036 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G036_V3 G036 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G037_V1 G037 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G037_V2 G037 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G037_V3 G037 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G037_V4 G037 V4 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G038_V1 G038 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 0 0 1 1

G039_V1 G039 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G039_V2 G039 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G039_V4 G039 V4 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G039_V5 G039 V5 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G041_V2 G041 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G041_V3 G041 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G041_V4 G041 V4 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G042_V1 G042 V1 1 (Amoxicilline) Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G042_V2 G042 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G046_V1 G046 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G046_V2 G046 V2 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G046_V3 G046 V3 1 (Amoxicilline + Acide Clavulanique + Ofloxacine) Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

G048_V1 G048 V1 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 1 1

G048_V3 G048 V3 0 Miseq No_Colitis Poor_Benefit 1 0 0 0

N samples 

for 

comparison

76 14 26 26
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Table S4: Clinical characteristics of patients receiving ipilimumab according to baseline 

fecal microbiota clustering 

Characteristics 
Cluster A Cluster B  

n=12 (%) n=10 (%) 

Median age – year [range] 62 [42-80] 62 [47-74] 

Male sex 6 (50) 4 (40) 

Disease stage*   
M1a 2 (17) 5 (50) 

M1b 0 (0) 0 (0)  

M1c 10 (83) 4 (40) 

Elevated LDH (>250 UI/mL) 3* (25) 4 (40) 

Ipilimumab induced colitis 6 (50) 1 (10) 

Prior therapies:    
None  6 (50) 6 (60) 

Chemotherapy  3 (25) 1 (10) 

BRAF-inhibitor  2 (17) 0 (0) 

Immune check point inhibitor 1 (8) 2 (20) 

Others 0 (0) 1 (10) 

Median survival  - month Not reached Not reached 

Median progression - month 10 3 

Clinical response   
Long term clinical benefit 8 (67) 0 (0) 

Minimal or no clinical benefit 4 (33) 10 (100) 

Treatment after progression   
None 5 (42) 2 (20) 

Anti-PD-1 3 (25) 5 (50) 

Others 4 (33) 3 (30) 

Personal history of immune disorder  2 (17) 1 (10) 

NSAIDs prior to anti-CTLA-4 1 (8) 0 (0) 

Antibiotics prior to anti-CTLA-4 1 (8) 2 (20) 

 
Abbreviations as in Table S1 

*One patient with extended vaginal localization, surgery was not indicated.   

** 1 missing data 
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Table S5: Immunological characteristics prior to ipilimumab treatment (V1) according 

to baseline microbiota clusters (A versus B) 

  Cluster A
#
 (n=12) Cluster B

#
 (n=10)   

Variable n Median Min Max n Median Min Max 

Mann 

Whitney 

pval 

Number CD4+T cells (/mm3) 11 646 268 1525 7 502 179 1416 0,59 

% memory among CD4+ T cells 11 54 32 84 7 72 31 80 0,42 

Number memory among CD4+ T cells 11 357 137 951 7 393 143 1029 0,72 

% naive among CD4+ T cells 11 37 5 60 7 20 15 68 0,39 

Number naive among CD4+ T cells 11 244 28 649 7 130 27 315 0,60 

% Treg (Foxp3) among CD4+ T cells 11 3 2 12 7 10 4 13 0,030* 

Number Treg (Foxp3) among CD4+ T 
cells 11 18 10 184 7 61 9 83 0,19 

7 among CD4+ T cells 10 5 2 50 6 12 5 64 0,045* 

Number 4 7 among CD4+ T cells 10 28 12 175 6 75 50 299 0,069 

Number CD8+T cells (/mm3) 11 204 97 623 7 362 149 867 0,15 

% memory among CD8+ T cells 11 34 3 50 7 39 2 62 0,59 

Number memory among CD8+ T cells 11 56 13 196 7 152 8 419 0,25 

% naive among CD8+ T cells 11 25 5 61 7 15 5 41 0,59 

Number naive among CD8+ T cells 11 32 11 277 7 75 20 152 0,52 

 10 7 5 26 6 20 9 45 0,034* 

Number 4 7 among CD8+ T cells 10 14,5 6 137 6 93 39 127 0,011* 

IL-6 (pg/ml) 11 0 0 28 7 1 0 96 0,12 

IL-8 (pg/ml) 11 10 0 53 7 22 4 252 0,057 

sCD25 (pg/ml) 11 780 305 2427 7 1278 514 1925 0,53 

 

#patients belonging to cluster A (n=12) or B (n=10) only 18 blood samples were collected at 
baselines (n=11 for Cluster A; n=7 for Cluster B); for the panel including 47 T cells 
analyses only 16 baseline points were realized (n=10 for Cluster A; n=6 for Cluster B); in two 
patients this panel could not be realized freshly due to technical concerns  
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Table S6: Immunological characteristics prior to ipilimumab treatment (V1) according 

to clinical response to ipilimumab 

  
Poor clinical benefit 

(n=14) 

Long term clinical 

benefit (n=8) 
  

Variable n Median Min Max n Median Min Max 

Mann 

Whitney 

pval 

Number CD4+T cells (/mm3) 10 524 179 1416 8 641 277 1525 0,63 

% memory among CD4+ T cells 10 70 31 80 8 67 34 84 0,76 

Number memory among CD4+ T cells 10 356 137 1029 8 358 216 951 0,76 

% naive among CD4+ T cells 10 21 15 68 8 30 5 60 0,65 

Number naive among CD4+ T cells 10 135 27 649 8 160 28 622 0,83 

% Treg (Foxp3) among CD4+ T cells 10 8 2 13 8 3 2 12 0,06 

Number Treg (Foxp3) among CD4+ T 
cells 10 60 9 83 8 16 10 184 0,23 

7 among CD4+ T cells 9 11 5 64 7 5 2 11 0,015* 

Number 4 7 among CD4+ T cells 9 23 12 175 7 69 33 299 0,021* 

Number CD8+T cells (/mm3) 10 321 127 867 8 205 97 623 0,56 

% memory among CD8+ T cells 10 34 2 62 8 33 17 48 0,65 

Number memory among CD8+ T cells 10 70 8 419 8 59 28 196 0,90 

% naive among CD8+ T cells 10 15 5 61 8 21 5 46 1 

Number naive among CD8+ T cells 10 54 13 277 8 43 11 191 0,4217 

 9 20 9 45 7 7 5 22 0,0081** 

Number 4 7 among CD8+ T cells 9 77 14 127 7 12 6 137 0,031* 

IL-6 (pg/ml) 10 0 0 96 8 0 0 28 0,48 

IL-8 (pg/ml) 10 17 4 252 8 11 0 53 0,35 

sCD25 (pg/ml) 10 1029 514 1925 8 788 305 2427 0,40 

 
Patients with poor clinical benefit (n=14) or long term clinical benefit (n=8) only 18 blood 
samples were collected at baselines (n=10 for poor benefit; n=8 for LT benefit); for the panel 
including 47 T cells analyses only 16 baseline points were realized (n=9 for poor benefit; 
n=7 for LT benefit); in two patients this panel could not be realized freshly due to technical 
concerns.  
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Table S7: Immunological characteristics prior to ipilimumab treatment (V1) between 

patients with or without ipilimumab-induced colitis 

  No colitis (n=15) Colitis (n=7)   

Variable n Median Min Max n Median Min Max 

Mann 

Whitney 

pval 

Number CD4+T cells (/mm3) 12 469 179 1525 6 848 628 1139 0,053 
% memory among CD4+ T cells 12 72 31 84 6 43 32 83 0,083 

Number memory among CD4+ T cells 12 353 137 1029 6 360 252 544 0,55 

% naive among CD4+ T cells 12 21 10 68 6 38 5 60 0,15 

Number naive among CD4+ T cells 12 123 27 519 6 327 34 649 0,083 

% Treg (Foxp3) among CD4+ T cells 12 8 2 13 6 3 2 6 0,018* 

Number Treg (Foxp3) among CD4+ T 
cells 12 45 8 184 6 21 10 67 0,51 

7 among CD4+ T cells 11 11 4 64 5 5 2 8 0,090 

Number 4 7 among CD4+ T cells 11 69 12 299 5 33 22 65 0,23 

Number CD8+T cells (/mm3) 12 242 97 867 6 220 127 456 0,75 

% memory among CD8+ T cells 12 42 2 62 6 28 3 47 0,18 

Number memory among CD8+ T cells 12 70 8 419 6 46 13 139 0,18 

% naive among CD8+ T cells 12 15 5 61 6 31 5 61 0,62 

Number naive among CD8+ T cells 12 50 11 191 6 50 12 277 0,98 

 11 20 5 45 5 7 7 11 0,27 

Number 4 7 among CD8+ T cells 11 77 6 137 5 15 12 47 0,27 

IL-6 (pg/ml) 12 3 0 96 6 0 0 0 0,0080** 

IL-8 (pg/ml) 12 22 4 252 6 5 0 12 0,0031** 

sCD25 (pg/ml) 12 1328 514 2427 6 630 305 780 0,0097** 

 

 

Patients without colitis (n=15) or with colitis (n=7) only 18 blood samples were collected at 
baselines (n=12 with no colitis; n=6 with colitis); for the panel including 47 T cells 
analyses only 16 baseline points were realized (n=11 with no colitis; n=5 with colitis); in two 
patients this panel could not be realized freshly due to technical concerns  
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Figure S1: Gut microbiota overtime follow-up during ipilimumab treatment. 

A. Bacterial phyla proportions over the course of ipilimumab treatment. Bacterial phyla are 
represented for all included patients at V1 (baseline, n=26), V2 (n=14), V3 (n=15), V4 (n=13) 
and V5 (end of treatment, n=4). 
B. Main bacterial genera proportions over the course of ipilimumab treatment. Only bacterial 
genera representing more than 1% of total reads on average are represented for all included 
patients at V1 (baseline), V2, V3, V4 and V5 (end of treatment).  
C. Diversity indices were calculated (Shannon and Simpson index) and were not modified 
over time (Wilcoxon test p > 0.05).  
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Figure S2: Performance of four specific bacterial genera to predictively classify patients 

into long-term or poor benefit to Ipilimumab treatment.  

The performance of the classification is assessed by a ROC (Receiver operating 
characteristic) curve. Accuracy is measured by the area under the ROC curve (AUC). An area 
of 1 represents a perfect test; an area of 0.50 represents a worthless test and accuracy   
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Figure S3: Antibiotics prior to ipilimumab treatment does not influence baseline 

dominant microbiota.  

A. Inter-class PCAs were performed followed by a Monte-Carlo test to assess significance of 
patients clustering based on their microbiota composition at the different taxonomic levels. 
Antibiotics had no overall significant effects on patients‟ clustering.  
B. Relative abundance of five bacterial families significantly different between antibiotic 
treated and non-treated patients (Wilcoxon test p<0.05). 
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Figure S4: Low absolute number of conventional CD4
+
CD3

+
 T cells impacts clinical 

benefit and ipilimumab-induced colitis.  

CD4+CD3+ Conventional T cells were monitored on fresh peripheral whole blood in patients 
prior to ipilimumab treatment (V1). CD4+CD3+ Conventional T cells were defined as 
%CD3+CD4+ T excluding Treg cells. Absolute numbers of CD4+CD3+ Conventional T cells 
were determined using Flow-Count Fluorospheres (Beckman Coulter) and flow cytometric 
immunophenotyping. A. Baseline (V1) absolute numbers of conventional CD4+ T cells 
(conventional CD4) and overall survival (OS). Kaplan-Meier survival curves of patients 
classified into two groups according to the number of baseline conventional CD4+ T cells, low 
number of conventional CD4  (<400/mm3) and high number of conventional CD4 
(>400/mm3). B. As for A, but progression-free survival. C. Baseline (V1) absolute numbers of 
conventional CD4+ T cells (conventional CD4) and colitis incidence. Colitis cumulative 
incidence (Gray‟s test) of patients classified into two groups according to the number of 
baseline conventional CD4+ T cells. P values are indicated on each graph.  
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Figure S5: At baseline, Bacteroides fragilis and Bacteroides thetaiotaomicron were not 

abundantly represented in our dataset. Patients with poor clinical benefit (NORESP) with 
or without colitis (COL and NOCOL) and patients with long- term clinical benefit (RESP), 
with or without colitis (COL and NOCOL) are represented. Bacteroides fragilis (upper panel) 
and Bacteroides thetaiotaomicron (lower panel) are shown. The highest percentage (6.58%) 
was reached for B. fragilis, these bacterial species were more abundant in patients with poor 
clinical benefit remaining colitis-free. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL  

Materials and Methods 

Microbiota composition assessment and statistical analyses 

For both pyrosequencing (454) and MiSeq sequencing, the V3-V4 region of the 16S rRNA 

gene was amplified with the following primers: V3F «TACGGRAGGCAGCAG» (V3F 

bac339F modified with R instead of G) (Wilson KH, et al. J Clin Microbiol. 1990) and V4R 

«GGACTACCAGGGTATCTAAT» bac806R. For 454, applied quality filters were minimum 

length=250 bp, maximum length=600 bp, minimum quality threshold= 25, maximum number 

of homopolymers=6. For MiSeq, the filters were minimum length=200 bp and minimum 

quality threshold= 20. Applying these filters, an average of 1639 and 7377 reads/samples 

were kept for further analysis respectively with 454 and MiSeq technology. High quality 

reads were pooled, checked for chimeras, and grouped into Operational Taxonomic Units 

(OTUs) based on a 97% similarity threshold with uclust software from QIIME. Finally 

462,312 high-quality reads (average 4,623 reads/sample) were analyzed and grouped into an 

average of 349 Operational Taxonomic Units (OTUs) per sample (97% similarity threshold; 

OTUs or phylotypes) based on uclust software from QIIME [1]. Estimates of phylotypes 

richness and diversity were calculated using both Shannon and Simpson indices on the 

rarefied OTU table (n=1,000 reads). Singletons were removed and phylogenetic affiliation of 

each OTU was done by using ribosomal database project taxonomy [2] and performed from 

phylum to species level. The applied sequencing technology is indicated for each sample 

(n=83) in the Table S3, as is the number of samples used for comparisons within the different 

part of the study. Statistical analyses were applied to decipher the influence of ipilimumab 

treatment, colitis development, and other clinical factors on the microbiota and to highlight a 

combination of microbial groups and immunological defects significantly involved in colitis 

development in MM patients. Statistical testing for significant differences between all 
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combinations of two groups was conducted using either paired Student or the Mann–Whitney 

test. The statistical language R version 3.1.3 was used for data visualization and to perform 

abundance-based principal component analysis (PCA) and inter-class PCA associated with 

Monte-Carlo rank testing on the bacterial genera (ade4 library). To decipher the impact of the 

different clinical outcomes (therapeutic efficacy, toxicity etc) on microbiota composition, 

principal component analyses with the different clinical factors as instrumental variables were 

computed based on the abundance of the different bacterial taxa for each individual (one 

analysis per environmental factor, data not shown). These inter-class PCA are appropriate to 

represent a typology displaying the diversity between individual's microbiota as it maximizes 

the variance between populations (here, Individuals' microbiota), instead of the total variance. 

Hence, inter-class PCA allows highlighting combinations of variables (bacterial phylotypes, 

or genera etc) that maximize variations observed between qualitative variables (e.g. 

environmental factors). Based on these inter-class PCA, statistical p-values of the link 

between the different environmental and clinical factors with microbiota profiles was assessed 

using a Monte-Carlo rank test (1000 replicates). 

The Monte Carlo test is a multivariate and non-parametric test based on random permutations. 

The Monte Carlo sampling takes a small (relative to the total number of permutations) 

random sample of the possible replicates and test the null hypothesis that there are no 

significant differences in microbiota distribution between the different groups (e.g. based 

clinical outcome...). When the Monte Carlo test p-value is less than 0.05, one can confidently 

reject the null hypothesis that observed distribution between different classes (e.g. clinical 

factors) is due to random observation. The Random Forest classifier was applied to relative 

abundance data of distributed bacterial genera and OTUs to assess the variable importance of 

microbial components in the classification of each patient to a certain phenotype [3]. 
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The random forest machine learning analyses (randomForest and ROCR packages) were 

applied to identify bacterial genera level that differentiates fecal community composition 

between groups. The purpose of a classifier such as random forest is to learn a function that 

maps a set of input values or predictors (here, relative to genera abundances) to a discrete 

output value (here, relative to clinical groups). Random forest is a powerful classifier that can 

use nonlinear relationships and complex dependencies between taxa. The degree of the 

success of the method is its ability to classify unseen samples correctly, estimated by training 

it on a subset of samples, and using it to categorize the remaining samples [3]. The cross-

validation error is compared with the baseline error that would be achieved by always 

predicting the most common category. Random forest analysis was performed for each 

comparison on 5000 rarefied versions of the data. Additionally, random forest assigns an 

importance score to each genus by estimating the increase in error caused by eliminating that 

genus from the set of predictors. It also reports the Gini importance of a variable, which is 

computed as the sum of the Gini impurity decrease of every node in the forest for which that 

variable was used for splitting. Moreover, the LEfSe (linear discriminant analysis effect size) 

algorithm [4] was applied for high dimensional discovery of biomarkers that discriminate 

between patients that will have colitis but who may also respond (or not) to ipilimumab. The 

algorithm is freely available at http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/. Finally, patients 

were statistically stratified based on their dominant gut microbial composition (genus level). 

Clustering of patients was performed with the k-means clustering algorithm and Calinski–

Harabasz index to select the optimal number of clusters as previously described [5]. The k-

means clustering algorithm implemented in R package clusterSim was used. Interclass PCA 

of genera composition with clusters as instrumental variable was also assessed, based on a 

Monte Carlo test with 1000 replicates. Lastly, random forest analysis was also performed to 

identify bacterial genera that differentiated fecal community composition between the three 

identified clusters.  

http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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Fresh Whole Blood Immune monitoring  

Whole blood was incubated with fluorochrome-conjugated antibodies for 15 min at room 

temperature, followed by 20 min of lysis (Versalyse, Beckman Coulter, Mervue, Galway, 

Ireland) for surface staining or permeabilized with PerFix-nc kit (Beckman Coulter) for intra-

nuclear staining. PBMC were incubated with fluorochrome-conjugated membrane antibodies 

for 20 min at 4°C, followed by 45 min of permeabilization at 4°C with Intracellular Fixation 

& Permeabilization Buffer Set (eBioscience, San Diego, CA, USA), and ended by intra-

nuclear staining with fluorochrome-conjugated antibodies for 45 min at 4°C. The following 

fluorochrome-conjugated antibodies were used: fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated 

anti-CD49d (clone: 9F10) , Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD103 (clone: Ber-ACT8) 

and anti-ICOS (CD278, clone: DX29) , Peridinin chlorophyll protein (PerCP)-conjugated 

anti-CD8 (clone: 2ST8.5H7) , Phycoerythrin-Cyanine 7 (PE-Cy7)-conjugated anti-CD4 

(Clone: SK3) , Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-integrin7 (clone: FIB504) ,  

Allophycocyanin-Cyanine 7 (APC-Cy7)-conjugated CD45RA (clone: HI100) ,  Lin- (V500-

conjugated anti-CD14 (clone: M5E2) , CD15 (clone: HI98) , CD16 (clone: 3G8) , CD19 

(clone: HIB19),  Brilliant Violet 510 -conjugated anti-NKp46 (clone: 9E2)) came from 

Becton Dickinson (BD, San Jose, CA, USA). PE-conjugated anti-CCR7 (clone: GO43H7) 

and anti-CD25 (clone: B1.49.9) , PE-Cy7-conjugated anti-CD45RA (clone: 2H4), APC-

conjugated anti-CD103 (clone: 2G5) and anti-ICOS (clone: ISA-3), Alexa Fluor 647 

(AF647)-conjugated anti-FoxP3 (clone: 259D) , Allophycocyanin Alexa Fluor 700 (AA700)-

conjugated anti-CD3 (clone: UCHT1), Allophycocyanin Alexa Fluor 750 (AA750)-

conjugated anti-CD45 (clone: J33) and anti-CD49d (clone: HP2/1) , Pacific Blue (PB)-

conjugated anti-CD4 (clone: 13B8.2) and Krome orange-conjugated anti-CD8 (clone: B9.11) 

were obtained from Beckman Coulter. Phycoerythrin Dazzle 594-conjugated anti-CCR7 

(clone: G043H7), Phycoerythrin-Cyanine 5.5 (PE-Cy5.5)-conjugated anti-integrin7 (clone: 

FIB504) and Brilliant Violet 421 (VB421)-conjugated anti-CCR7 (clone: G043H7) were 
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purchased from Biolegend (San Diego, CA, USA), APC-conjugated anti-FoxP3 (clone: 

PCH101) from eBioscience, and Vioblue (VB)-conjugated anti-CD3 (clone: BW264/56) from 

Miltenyi (Bergisch Gladbach, Germany). Finally for death cell discrimination we used Vivid 

Yellow molecular probes from Life technologies. Stained cells were acquired using a Canto II 

flow cytometer (BD) or Gallios Cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using Kaluza 

software (Beckman Coulter). Conventional T cells (CD4 and CD8) including memory and 

naïve cells ( naïve and memory cells were respectively defined by CCR7+CD45RA+ and 

CD45RA-); Treg cells (Foxp3 and CD25) and Gut-homing receptors (CD49d or 4, 7, 

CD103) were longitudinally assessed in patients.  

Soluble immune markers  

sCD25 was quantified using Bio-Plex® MAGPIXTM Multiplex assay HSCRMAG-32K-01 

(Millipore, Darmstadt, Germany); IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 and TNFα Bio-Plex® 

MAGPIXTM Multiplex assay HCYTOMAG-60K-05 (Millipore). Human soluble CD14 

(sCD14) Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) was used to assess 

gut permeability in serum samples at V1. 
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Article 3.  

« Systemic microbial butyrate is associated with resistance to CTLA-4 blockade» 

(soumis en septembre 2017) 

C. Coutzac, J.M. Jouniaux, A. Paci, A. Seck, A. Vozy, V. Asvatourian, L. Cassard, P. 

Saulnier, L. Lacroix, P-L. Woerther, M. Desbois, K. Fizazi, C. Mateus, L. Boselli, J. Grivel, 

E. Soularue, P. Lepage, F. Carbonnel, C. Robert, N. Chaput 

Contexte La composition du microbiote intestinal semble associée à la réponse clinique à 

l‟ipilimumab. Un microbiote fécal en pré-thérapeutique, enrichi en Faecalibacterium et autres 

Firmicutes  est associé à une meilleure survie chez les patients traités par ipilimumab pour un 

mélanome métastatique. Peu de travaux décrivent les mécanismes expliquant comment la 

composition du microbiote peut avoir un impact direct sur des tumeurs à distance. Les acides 

gras à chaines courtes (AGCC) et en particulier le butyrate, sont connus pour avoir de 

nombreux effets modulateurs de l‟immunité au niveau local mais également en systémique. 

Se basant sur nos précédents résultats, nous avons émis l‟hypothèse que le butyrate issu du 

microbiote intestinal pourrait influencer l‟immunité systémique et ainsi moduler la réponse 

anti-tumorale à l‟anti-CTLA-4. 

Patients et Méthodes Dans des modèles murins de tumeurs (MC38, CT26 et MCA101-

OVA), nous avons évalué l‟effet anti-tumoral de l‟anti-CTLA-4 sous l‟influence du butyrate. 

De la même manière, nous avons réalisé de l‟immunophénotypages des populations 

lymphocytaires et des tests de re-stimulations peptidiques sur les ganglions drainant la tumeur 

MCA101-OVA. En parallèle, quarante patients avec un mélanome métastatique et traités par 

ipilimumab ont été ont été suivis de manière prospective. Un immunophénotypage des 

cellules mononuclées du sang périphériques et les dosages des AGCC (acétate, propionate, 

butyrate et valérate) dans les séra et les selles des patients ont été réalisés en pré-thérapeutique 
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et avant chaque perfusion d‟ipilimumab.  Nous avons également mesuré dans cette cohorte de 

patients, l‟abondance de Faecalibacterium prausnitzii dans les selles par qPCR. 

Résultats principaux Nous avons montré dans des modèles murins de tumeurs (MC38, CT26 

et MCA101-OVA) une inhibition de l‟efficacité anti-tumorale de l‟anti-CTLA-4 chez les 

souris supplémentées en butyrate. La recherche des mécansimes associés à cette abscence 

d‟efficacité clinique  a permis de conclure que le butyrate inhibait l‟induction des molécules 

de costimulation CD80/CD86 sur les cellules dendritiques et l‟accumulation des lymphocytes 

T mémoires dans les ganglions drainants la tumeur suite au traitement par anti-CTLA-4. Dans 

les conditions de blocage du CTLA-4, la restimulation ex vivo des LT CD4+ et CD8+ par des 

peptides OVA CMH-I (SIINFEKL) and CMH-II (OVA-265-280) dans les ganglions drainant 

la tumeur a permis de montrer que le butyrate ne favorisait pas la sécrétion d‟IFN 

comparativement aux souris contrôles demontrant une diminution de l‟induction de réponse T 

CD4+ et CD8+ specifiques d‟un antigène tumoral. En parallèle, chez les patients atteints de 

mélanome métastatique, nous avons observé que ceux qui présentaient un enrichissement en 

Faecalibacterium prausnitzii, avaient des concentrations sériques en butyrate plus faible en 

pré-thérapeutique. Une faible proportion de LT CD4+ conventionnels et une proportion élevée 

de Treg étaient observées chez les patients avec des concentrations sériques en butyrate 

élevées avant toute injection d‟ipilimumab. La restimulation des lymphocytes T ex vivo avant 

tout traitement montrait une concentration d‟IL-10 plus élevée chez ces patients en accord 

avec un taux sérique de Treg plus important. Une concentration élevée du butyrate sérique 

était associée à l‟absence d‟induction de CD25 soluble, de LT CD4+ mémoires et une 

induction plus faible d‟ICOS sur les LT CD4+ conventionnels et les Treg au cours du 

traitement par ipilimumab. Enfin, la faible concentration sérique en butyrate est associée à une 

augmentation de la survie sans progression et globale des patients atteints de mélanome 

métastatique et traités par ipilimumab. 
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Conclusion Notre travail souligne l‟impact du butyrate sérique sur les réponses immunitaires 

systémiques et ainsi sur la réponse anti-tumorale de l‟anticorps anti-CTLA-4. Ces résultats 

offrent de nouvelles connaissances sur le lien entre le microbiote et la réponse aux 

immunothérapies. 
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Abstract  

A link between gut microbiota composition and clinical benefit of immune checkpoints has 

been reported. Mechanisms underlying this relationship are unclear. Immune modulatory 

effect of microbial-derived metabolites in particular short chain fatty acids, including butyrate 

has been suggested. Here we show in mice and in patients treated with anti-CTLA-4 that high 

systemic butyrate levels were associated with resistance to CTLA-4 blockade, 

immunosuppressive profile, prevention of dendritic cells maturation, diminution of tumor 

antigen-specific T cells and accumulation of memory T cells during the course of anti-CTLA-

4 treatment. Systemic butyrate was linked to Faecalibacterium prausnitzii enrichment in the 

stool of patients. We conclude that systemic microbial butyrate may be the missing link 

between gut microbiota composition and clinical response to anti-CTLA-4. 

 

Introduction  

In the past ten years therapeutic strategies in oncology have been revolutionized by the use of 

immune checkpoint blocking antibodies. The aim of these antibodies is to induce cellular 

anticancer immune responses by promoting specific T lymphocytes into tumor beds. T cell 

co-stimulatory and co-inhibitory receptors regulate the activation, proliferation and effector 

functions of T lymphocytes. Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) is a co-

inhibitory molecule expressed on the surface of highly activated T lymphocytes and induce 

inhibitory signals upon interaction with their ligands, CD80 (B7-1) and CD86 (B7-2) on 

antigen-presenting cells (APC)(1). In clinical practice, CTLA-4 blockade using the 

therapeutic monoclonal antibody ipilimumab (anti-CTLA-4) was approved in patients with 

metastatic melanoma (MM) (2, 3). Approximately 18% of patients with MM treated with 

ipilimumab have a prolonged survival and 20% develop immune-related adverse events, the 

most frequent being colitis (IrAE) (4). More recently, the combination of ipilimumab with an 

anti-PD1 antibody, nivolumab, has been approved, based on an increase of the overall 
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response rate and a prolonged progression-free-survival duration (5) and  increasing numbers 

of patients exposed to these treatments is expected. Predictive biomarkers are needed for a 

better selection of patients who will benefit from this treatment. Recently, studies suggested 

that microbiota composition was associated with antitumor efficacy in cancer bearing-hosts 

treated with anti-CTLA-4 mAb (6, 7) and anti-PD-L1 (8). The composition of gut microbiota 

also seems to be associated with the risk to develop anti-CTLA-4-induced colitis (7, 9). These 

recent studies highlight specific bacteria associated with clinical response and/or toxicities. 

Especially, baseline gut microbiota enriched with Faecalibacterium and other Firmicutes is 

associated with beneficial clinical response to ipilimumab (7, 9). However, scarce findings 

explain how the microbiota composition could have an impact on a distant tumor. In mice, 

anti-CTLA-4 was shown to induce a dysbiosis favoring the translocation of commensal 

bacteria that might allow IL-12-secretion by dendritic cells as well as the priming of 

commensal-specific Th1 cells that could migrate to the tumor and recognize tumor cells (6, 

10). Another mechanism was described in mice treated with anti-PD-L1, where specific 

bacteria (i.e. Bifidobacterium) might increase dendritic cell function leading to enhance CD8+ 

T cell priming and accumulation in the tumor beds under PD-L1 blockade conditions (8). In 

addition to the direct effect of commensal bacteria on immune system, it is well known that 

some bacterial groups produce metabolites that also have immune properties (11). These de-

novo synthesized metabolites include short chain fatty acids (SCFA), which are the products 

of microbial fermentation of non-digestible dietary fibers, and include acetate (C2), 

propionate (C3), butyrate (C4) and valerate (C5). SCFA mediate several functions especially 

providing energy to intestinal epithelial cells (IEC) (12, 13). SCFA also play a pivotal role on 

immune modulation (11). Butyrate is well known to exerts systemic anti-inflammatory 

activities by affecting immune cell migration, adhesion, cytokine expression as well as 

affecting cellular processes such as proliferation, activation, and apoptosis (14). Considering 

our previous results on the association between gut microbiota composition and clinical 
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response and the effect of butyrate on the immune system, even at distant site, we 

hypothesized that anti-cancer response due to anti-CTLA-4 blockade may be influenced by 

microbial butyrate. In this study, we demonstrate that microbial systemic butyrate influence 

anti-CTLA-4 anti-tumor effect in mouse models and in patients with MM and treated with 

ipilimumab.   

 

Results  

Butyrate inhibits antitumor efficacy of CTLA-4 blockade in mice 

Two weeks before tumor inoculation and all along the experiment, sodium butyrate was given 

to mice in their drinking water at the concentrations of 100 mM and was compared to mice 

without sodium butyrate (pH-matched). Mice also received i.p. injections of anti-CTLA-4 or 

its isotype control (IgG2b). Significant reduction of the tumor growth was observed only in 

mice treated with anti-CTLA-4 without sodium butyrate in MCA101-OVA (Figure 1A) and 

CT26 tumor models (Figure 1C). In butyrate groups there was no difference in tumor growth 

between anti-CTLA-4 and IgG2b (Figure 1B and 1D). Same results were observed in the 

MC38 tumor model (Figure S1). HDAC inhibitors (such as butyrate) could diminish tumor-

cell proliferation (15), favor tumor-antigen expression (16) as well as tumor immunogenicity. 

In our hands no difference of tumor growth could be observed between mice supplemented or 

not with sodium butyrate (Figure S2A), whereas tumor cell proliferation was inhibited by 

sodium butyrate in vitro as described by others (Figure S2B). 

We measured SCFA concentrations in mice serum to confirm the higher level of butyrate in 

mice supplemented with sodium butyrate. Despite some heterogeneity due to the variability of 

water intake between mice, concentration of butyrate was higher in supplemented mice 

(Figure 1E, left panel) as well as proportion of butyrate among total SCFA i.e. acetate, 

propionate, butyrate and valerate (Figure 1E, right panel). Conversely, the concentrations of 
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acetate, propionate and valerate were lower in butyrate-supplemented mice, yet no significant 

differences were observed considering their proportion among total SCFA (Figure S3). 

Sodium butyrate reduced the accumulation of anti-CTLA-4-induced CD44
high

 memory 

CD4+ T cells.  

Previous study suggested that increased peripheral memory CD4+ T cells after anti-CTLA-4 

treatment was associated with clinical benefit in MM patients (17). We analyzed the 

proportion of memory CD4+ T cells defined as CD44high expression among CD4+CD3+CD45+ 

cells in the tumor draining lymph node (tDLN) and in the spleen. As described in patients 

with cancer, we observed an augmentation of memory CD4+ T cells in spleen and tDLN of 

mice treated with anti-CTLA-4 (Figure 2A). Interestingly, this increase was more important in 

mice that drank no butyrate, especially in tDLN (p <0.0001; Figure 2A, left panel) compared 

to mice that drank butyrate even though still significant (p =0.031; Figure 2A, left panel). In 

the spleen, the same tendency was observed but with less amplitude (Figure 2A, right panel).  

Anti-CTLA-4 treatment did not induced up-regulation of CD80 or CD86 on dendritic cells 

in butyrate-supplemented mice  

Since the proportion of CTLA-4 expression within CD4+ or CD8+ T cells was not modified in 

tDLN between mice treated or not with anti-CTLA-4 (Figure 2B) as well as in mice 

supplemented or not with butyrate (Figure 2B), we examined the level of expression of CD80 

and CD86 (CTLA-4 ligands) on dendritic cells (DC). The mean fluorescence intensity (MFI) 

of CD86 (Figure 2C, left panel) and CD80 (Figure 2D, left panel) was significantly higher in 

anti-CTLA-4-treated mice compared to IgG2b treated mice in mice that drank butyrate-free 

water. Interestingly in butyrate-supplemented mice, no up-regulation of CD86 (Figure 2C, 

right panel) or CD80 (Figure 2D, right panel) was detected. A similar result was observed for 

the percentage of CD80 within the DC population (Figure S3A). Finally, we observed a 

negative correlation between the proportion of CD86 and CD80 among DC and serum 

concentration of butyrate in anti-CTLA-4 treated mice (Figure S3B). Such correlation was not 
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observed in IgG2b treated mice (Figure S3C) demonstrating that butyrate inhibit anti-CTLA-

4-induced CD80/CD86 up-regulation. 

Altogether, these data suggest that butyrate abolished anti-tumor efficacy of CTLA-4 

blockade and could prevent up-regulation of B7 molecules on DC in mice treated with anti-

CTLA-4. 

Butyrate abolished anti-CTLA-4-induced OVA-specific CD4
+
 and CD8

+
 T cells. 

Since butyrate could limit up-regulation of B7 molecules after anti-CTLA-4 treatment, we 

evaluated OVA-specific CD4+ and CD8+ T cell induction in the tDLN of MCA101-OVA 

bearing mice. In vitro restimulation of tDLN with MHC-I (SIINFEKL) and MHC-II (OVA-

265-280) OVA peptides evidenced, in mice that drank butyrate-free water, a significant 

induction of IFN in tDLN of mice treated with anti-CTLA-4 compared to mice treated with 

IgG2b (Figure 2D and 2E, left panels). No such difference could be observed in mice 

supplemented with sodium butyrate (Figure 2D and 2E, right panels). In butyrate 

supplemented mice and not treated with anti-CTLA-4 (IgG2b group), a slight augmentation of 

IFN was observed after restimulation with 0.1 and 1 µg/mL of SIINFEKL compared to 

control without SIINFEKL even though not significant (Figure 2E-2F, right panels). This 

might be explained by the ability of butyrate to up-regulate MHC/antigen complexes (18). In 

our hands, a clear up-regulation of MHC molecules was observed at the tumor cell surface in 

a dose-dependent manner (Figure S4). Butyrate might enhance immunogenicity of tumor cells 

leading to higher secretion of IFN after ex-vivo restimulation. Despite this, the efficacy of 

anti-CTLA-4 was completely inhibited in mice drinking water with sodium butyrate. These 

results suggest that sodium butyrate was able to restrain OVA-specific Th1 and Tc1 responses 

following CTLA-4 blockade.   

Less conventional T cells and high TCR-driven IL-10 release in patients with high 

concentration of serum butyrate before introduction of ipilimumab. 
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We determined the concentration as well as proportion of butyrate among total SCFA in a 

cohort of patients with MM and treated with ipilimumab in stool and serum (Figure S5). In 

stools quantity and ratio in between SCFA (3:1:1 for acetate:propionate:butyrate) were as 

previously described (19). Interestingly only butyrate recovered in sera was correlated with 

butyrate from stools (p<0.0017); for other SCFA no or not meaningful correlation was 

observed (Figure S6). We previously demonstrated that baseline microbiota enriched in 

Faecalibacterium and other Firmicutes was associated with better outcome in MM patients 

treated with ipilimumab (7). Q-PCR analysis on baseline feces revealed higher relative 

abundance of fecal F. prausnitzii in patients with low systemic concentrations of butyrate 

(Figure 3A). No such difference could be observed for B. fragilis or E. coli assessed as 

controls (Figure S7). 

Butyrate has been previously described as an immunoregulatory metabolite capable of 

favouring regulatory T cells (20, 21). However no data exist in humans, on peripheral 

regulatory T cells and the link with butyrate concentration. As shown in figure 3, high 

concentration of butyrate was associated with lower proportion of conventional T cells and 

higher proportion of regulatory T cells (Figure 3B). PBMC of patients were stimulated with 

plastic-bound anti-CD3ε to determine the IL-10-driven cytokine release. IL-10-release was 

higher in patients with high butyrate concentration (Figure 3C). These data suggest that 

butyrate is associated with an immune regulatory profile in patients with MM before 

ipilimumab introduction.  

No IL-2 impregnation, weak ICOS up-regulation and no accumulation of memory T cells 

during anti-CTLA-4 treatment in patients with high serum concentration of butyrate. 

Next we assessed longitudinal modification of immune parameters in patients treated with 

ipilimumab according to serum butyrate concentration (7). Note that butyrate is not modified 

during ipilumumab treatment as well as other SCFA (Figure S5). We and others previously 

published that sCD25, ICOS expression and accumulation of memory T cells were rapidly 
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increased by anti-CTLA-4 treatment in patients that will finally have a long term clinical 

benefit (7, 17, 22). Moreover, anti-CTLA-4 treatment could not induce significant 

accumulation of memory T cells and antigen-specific T cell responses in mice supplemented 

with butyrate leading to a loss of antitumor efficacy (Figure 1 and Figure 2). In patients with 

high concentration of serum butyrate, no augmentation of sCD25 (Figure 4A), and no 

accumulation of memory T cells (absolute numbers, Figure 4B-4C and proportion (data not 

shown)), could be observed during the course of ipilimumab. Induction of ICOS was depicted 

in patients responding to ipilimumab (23) as well as in patients with baseline microbiota 

enriched in Faecalibacterium and other Firmicutes (7). We could observe ICOS induction in 

patients with high concentration of serum butyrate yet to a lesser extent compare to patients 

with low concentration of serum butyrate (Figure 4C).  

High concentration of serum butyrate and clinical response to ipilimumab 

We looked forward an association between serum concentration of butyrate and clinical 

outcomes especially overall survival and progression free survival. Low baseline butyrate 

concentration (cut-off is the median value: 14, 48 μmol/L) was associated with longer overall 

survival and longer progression-free survival than patients with high level of serum butyrate 

(p =0,0191 and p =0,0093 respectively; Figure 5). 

  

Discussion  

This work showed that systemic microbial butyrate modulates anti-CTLA-4-induced immune 

responses and its antitumor efficacy. SCFA, as butyrate, which are derived from gut microbial 

fermentation of indigestible foods, have important metabolic functions and are crucial for 

intestinal health. In our mouse model, serum butyrate was artificially increased without any 

modification of gut microbiota as demonstrated previously (20). Modulating only this 

parameter in mice led to anti-CTLA-4 blockade ineffectiveness. This result was not expected 

since butyrate has been shown through its histone deacetylase (HDAC) inhibitor activity to be 
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anti-tumorigenic (24), to limit angiogenesis (25) and to exert anti-inflammatory effects (11). 

In line with these observations we observed in vitro that sodium butyrate inhibits tumor cells 

proliferation in a dose dependent manner in accordance with previous findings (15, 16).While, 

these results suggest that butyrate may have a direct anti-tumor effect, no synergy for tumor 

eradication was observed in mice when combined with anti-CTLA-4 blockade.  

Butyrate has been described to modulate immunity and inflammation (26). Note that within 

SCFA, butyrate is always associated with immune modulatory capacities (as for propionate) 

contrary to acetate (27). We hypothesized that butyrate could interfere with anti-CTLA-4-

induced immune modulation. No modification of levels of CTLA-4 expression within T cells 

was observed. In mice, CTLA-4 blockade induces an up-regulation CD80 and CD86 co-

stimulatory molecules, which was abolished by oral administration of sodium butyrate. 

CTLA-4 acts through cell-intrinsic (28)  and cell-extrinsic pathways (29). Cell-intrinsic 

pathway involves the cytoplasmic domain of CTLA-4 resulting in negative signal 

transduction machinery in T cells. The cell extrinsic pathway evidenced in in vivo models (30) 

and in vitro with Human cells (29), consists of capture and removal of CD86 from monocyte-

derived DC by the CTLA-4 molecule expressed by T cells by a process of trans-endocytosis 

(29). These phenomena resulted in decreased expression of CD86 on DC and impairment of 

co-stimulation via CD28. This mechanism is specific of CTLA-4/CD28 ligands and operates 

in an antigen-dependent manner in vivo (29). Butyrate was shown to prevent DC maturation 

in vitro (31, 32). In these studies butyrate was shown to act directly on DC maturation through 

the modulation of expression of several genes indicating a potent anti-inflammatory activity. 

In our settings, adding butyrate in mice treated with IgG2b did not induce modification of 

CD86/CD80 expression (in naive and tumor-bearing mice). These data suggest that blocking 

the interaction between CTLA-4 and CD86/CD80 is mandatory to observe butyrate-induced 

regulation. CTLA-4 being blocked we can rule-out the possibility that butyrate could augment 

trans-endocytosis by T cells; butyrate might rather prevent DC maturation through a direct 
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mechanism as suggested by in vitro studies (31, 32). In the MCA101-OVA tumor model, 

blocking CTLA-4 could increase antigen-specific Th1 and Tc1 responses in the tDLN; 

addition of sodium butyrate could switch off these antigen-specific Th1 and Tc1 responses. 

Several studies observed that sodium butyrate may induce T cell anergy (33) or reduce T cell 

priming capability (34). In these studies butyrate did not act directly on T cells but limited the 

capacity of DC to stimulate T cells. In our work, since butyrate abolished anti-CTLA-4-

induced CD80/CD86 up-regulation in vivo, restoration of the B7/CD28 axis might remain 

insufficient to promote the expansion of memory T cells and antigen-specific T lymphocytes.  

In line with mice data where butyrate was shown to regulate the size and function of the 

colonic Treg pool by up-regulating IL-10 (20, 35) as well as accelerating extrathymic 

peripheral differentiation of Treg cells (21), an immune regulatory profile was associated with 

high level of serum butyrate before introduction of ipilimumab in patients. As in mice, 

longitudinal immune monitoring in patients with MM, provided evidence that butyrate could 

limit accumulation of memory T cells and was associated with resistance to ipilimumab 

treatment. Moreover no increase of sCD25, a marker of IL-2 impregnation or ICOS+ within 

Treg cells, was observed in patients with high butyrate levels. These data suggest a poor 

restoration of CD28 signaling after CTLA-4 blockade (36) that results in reduced IL-2 

secretion, memory T cell accumulation and ICOS induction in patients.  

In vivo production of butyrate depends on the butyrate-producing bacteria such as 

Clostridiales cluster IV (represented by F. prausnitzii) and the Clostridiales cluster XIVa 

(represented by Eubacterium rectale /Roseburia spp.) of the phylum Firmicutes (37). In 

accordance with our previous finding, patients with low serum concentration of butyrate have 

higher relative abundance in F. prausnitzii. The level of fecal butyrate is influenced by several 

factors such as the gut microbiota composition (38), the transit time and the available 

substrata (39). Butyrate is also the major energy source for colonocytes (12), playing a crucial 

role in proliferation, differentiation of epithelial cells and gut permeability (19) . Systemic 
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concentrations of SCFA depend on both the production and absorption rates in the gut, acetate 

being absorbed in the highest amount in the liver and reaches the highest peripheral 

concentrations (19–160 μmol/l) compared to propionate (1–13 μmol/l) and butyrate (1–12 

μmol/l) (19). Peripheral concentrations measured in some patients with MM were clearly 

above these previously published values. It has been shown that gut microbiota impacts on the 

level of expression of enzymes involved in SCFA metabolism. Particularly butyrate-

producing microbes increase the level of acyl CoA dehydrogenase involved in β-oxidation 

(13) and colonic mitochondrial 3-hydroxy 3-methyl glutaryl CoA (mHMGCoA) synthase 

responsible for the biosynthesis of ketone bodies from butyrate (40). On the contrary absence 

of butyrate-producing microbes led to low levels of expression of these enzymes and low 

metabolism of butyrate (13, 40) . In line with these studies, we brought evidence that 

microbiota enriched with F. prausnitzii is associated with low systemic butyrate. Thus 

microbiota enriched with butyrate-producing bacteria should favor local (gut) metabolism of 

butyrate limiting its systemic recovery responsible for indirect microbiota-imprint on systemic 

immunity.  

In conclusion, our study highlights the impact of systemic microbial butyrate on the anti-

tumor response of anti-CTLA-4 blockade. This study provides a new insight into the 

relationship between the composition of the gut-microbiota and the clinical response to 

ipilimumab. The study of microbiota-derived metabolites should therefore represent an 

important area of research to identify and understand these links. Finally, forcing CD80/CD86 

up-regulation in these patients could represent a new strategy to improve ipilimumab response 

rate.  
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Figure 1. Sodium butyrate inhibits antitumor efficacy of CTLA-4 blockade in mice.  

Tumor growth of MCA101-OVA and CT26 in mice without (A and C respectively) or with 

(B and D respectively) sodium butyrate in drinking water and treated with anti-CTLA-4 (9D9) 

or isotype control (IgG2b). Left panels show the MCA101-OVA and CT26 tumor size over 

time after tumor inoculation. Each line represents one mouse. Middle panels depict tumor size 

(mean ± SD) in mice treated with anti-CTLA-4 or IgG2b from one representative experiment 

out of two (C-D) or three (A-B) independent experiments (n=9-11 mice/group). Right panels 

(A-B) represent median tumor size on D21 from pooled independent experiments (n=10 (A) 

and 15 (B) mice/group). Right panels (C-D) represent median tumor size on D19 from pooled 

independent experiments (n=10 mice/group). (E) Concentration (left panel) and percentage 

(right panel) of serum butyrate in mice from pooled independent experiments (n= 39-41 

mice/group). Each dot represents one mouse; p -values are indicated on each graph; Wilcoxon 

test was used. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. 
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Figure 2. Sodium butyrate limits anti-CTLA-4-induced DC maturation and T cell 

priming.  

(A) Percentage of CD44high among CD4+T cells in the tumor-draining lymph node (tDLN) 

and in the spleen from pooled independent experiments (n=9-15 mice per group). (B) 

Percentage of CTLA-4+ among CD4+ T cells (left panel) or CD8+ T cells (right panel) in 

tDLN from two independent experiments (n=10-11 mice). Mean fluorescence intensity (MFI) 

of CD86 (C) and CD80 (D) among dendritic cells (DC) in the tDLN from pooled independent 

experiments (n=14-15 mice). IFN concentration after ex vivo restimulation of tDLN with 

MHC-I (SIINFEKL) (E) or MHC-II (OVA-265-280) OVA peptides (F) from one 

representative experiment out of two independent experiments (n=6 mice per group). p-values 

are indicated on each graph; Wilcoxon test was used. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; 

ns, not significant. 
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Figure 3. Baseline conventional CD4
+
 T cells and TCR-driven IL-10 release in patients 

according to serum butyrate concentration.  

(A) Q-PCR analyses on feces at baseline of mean quantity 16S rDNA per ng of total genomic 

DNA for F. prausnitzii (16S rDNA F.prau/ng; left panel) and Faecalibacterium 

prausnitzii/ng to 16S rDNA bacteria/ng ratio x 100 (F.prau/Bacteria (%); right panel). Each 

dot represents mean quantity (assessed in duplicate for each sample) for one patient. (B) 

Percentage of conventional CD4+ T cells (FoxP3-) (left panel) and percentage of Treg cells 

(FoxP3+) (right panel). (C) Percentage of IL-10+ cells among CD4+ T cells after 24h of culture 

in medium +/- plastic-bound anti-CD3ε. Each dot represents one patient. n are indicated on 

each graph; p-values are indicated on each graph; Mann–Whitney (A-B) and Wilcoxon (C) 

tests were used. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. 
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Figure 4. Longitudinal modulation of sCD25, ICOS expression and memory CD4
+ 

T cell 

during the course of ipilimumab according to serum butyrate concentration.  

(A) Serum concentration of sCD25 was monitored before ipilimumab treatment (V1) and after 

one or two injections of ipilimumab (V2). (B) Number of central and (C) effector memory 

CD4+ T cells was monitored in fresh whole blood before ipilimumab treatment (V1) and after 

two injections of ipilimumab (V3). (D) The expression of ICOS on conventional (left panel) 

and Treg (right panel) CD4+ T cells was monitored in fresh whole blood before ipilimumab 

treatment (V1) and after one injection of ipilimumab (V2). Each dot represents one patient. n 

are indicated on each graph; Wilcoxon signed-rank test was used. p -values are indicated on 

each graph * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. 
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Figure 5. High serum butyrate concentration is associated with dismal outcome.  

Kaplan–Meier survival curves of patients classified into two groups according to median 

butyrate concentrations. (A) Overall survival (B) progression free survival. Logrank test p -

values are indicated on each graph, numbers of patients at risk are indicated on each graph.  
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Supplemental Tables 

 

Table S1. Clinical characteristics of patients treated with ipilimumab. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* One patient with extended vaginal localization, surgery was not indicated

Characteristics   

Median age – year [range] 63 [36-85] 

Male sex (%) 24 (60) 

Immune checkpoint-blockade indication, n (%) 
 

Melanoma 38 (95) 

Prostate carcinoma 2 (5) 

Melanoma stage * 
 

M1a 11 (30%) 

M1b 1 (3%) 

M1c 25 (67%) 

Prior therapies, n (%)  
 

None  23 (58) 

Chemotherapy  5 (13) 

BRAF-inhibitor  2 (5) 

Hormonotherapy 2 (5) 

Immune check point inhibitor 8 (20) 

Others 3 (8) 

Treatment after progression, n (%)  
 

None  16 (40) 

Anti-PD-1 18 (45) 

Others 6 (15) 

Median survival  - month [range] 18 [1-35] 

Median progression - month [range] 4 [1-35] 
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Table S2. Antibodies used for flow cytometry in mice.   

Antigen Clone Fluorochrome Supplier 

CD3ε 145-2C11 APC-Cy7, BV421 BD bioscience 

CD4 RM4-5 APC-A700 BD bioscience 

CD8α 53-6.7 BV421 BioLegend 

CD11b M1/70 APC BD bioscience 

CD11c HL3 AF-700 BD bioscience 

CD19 1D3 BV421 BD bioscience 

CD25 PC61 PE BD bioscience 

CD44 IM7 FITC BD bioscience 

CD45 30-F11 BV510 BD bioscience 

CD62L MEL-14 PerCP-Cy5.5 BD bioscience 

CD80 16-10A1 PerCP-Cy5.5 BD bioscience 

CD86 GL-1 PE BD bioscience 

CD152 UC10-4B9 PE-Cy7 BioLegend 

CD278 7E.17G9 PE-Cy7 BD bioscience 

CD335 29A1.4 BV421 BD bioscience 

FoxP3 FJK-16s APC eBioscience 

I-Ab AF6-120.1 FITC BD bioscience 

Helios 22F6 FITC eBioscience 

Ki67 B56 PercCP-Cy5.5 BD bioscience 

Ly6C AL-21 PE-Cy7 BD bioscience 

Ly6G 1A8 APC-Cy7 BD bioscience 
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Table S3. Samples collection. Yes corresponds to samples that were indeed collected for 
each patient for serum, fresh whole blood and stools at V1, V2 and V3 

 

Patients # Serum V1 Serum V2 Stool V1 Blood V1 Blood V2 Blood V3 

1 Yes Yes No Yes Yes No 

2 Yes No Yes Yes Yes Yes 
3 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
4 No No No Yes Yes No 

5 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
6 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
7 Yes No Yes Yes Yes Yes 
8 No No No Yes Yes Yes 
9 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 

10 Yes No Yes Yes No No 

11 Yes No Yes Yes Yes No 

12 Yes Yes Yes Yes Yes No 

13 Yes No Yes Yes Yes Yes 
14 No No No Yes Yes No 

15 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
16 No Yes Yes No Yes Yes 
17 Yes No Yes Yes Yes Yes 
18 Yes No Yes Yes No Yes 
19 Yes Yes Yes Yes Yes No 

20 No No No Yes Yes Yes 
21 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
22 Yes No Yes Yes Yes No 

23 Yes No Yes Yes Yes Yes 
24 No Yes Yes No Yes No 

25 No No Yes No No Yes 
26 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
27 Yes No Yes Yes Yes Yes 
28 Yes Yes Yes Yes No Yes 
29 Yes Yes No No Yes Yes 
30 Yes Yes Yes No Yes Yes 
31 Yes Yes Yes Yes Yes Yes 
32 No No No No No No 

33 Yes No Yes Yes Yes Yes 
34 Yes No No Yes Yes Yes 
35 Yes No Yes Yes Yes Yes 
36 Yes No No Yes Yes Yes 
37 Yes No Yes Yes Yes Yes 
38 Yes No Yes Yes No No 

39 Yes No Yes Yes Yes Yes 
40 Yes No Yes Yes Yes Yes 
41 Yes No Yes Yes Yes Yes 
42 No Yes Yes Yes Yes Yes 
43 Yes No Yes Yes Yes No 

44 Yes No Yes Yes Yes Yes 
45 Yes No Yes Yes No Yes 
46 Yes No Yes Yes Yes Yes 
47 Yes No Yes Yes Yes Yes 
48 Yes No Yes Yes Yes Yes 
49 No Yes Yes Yes Yes No 

50 Yes No Yes Yes Yes Yes 
Number of samples 40 18 41 44 43 37 
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Table S4. 16S rDNA-targeted primers and probes used in this study. 

Target Primers and Probes* Sequence 5'-3' 

All bacteria F_Bact 1369F  CGG TGA ATA CGT TCC CGG  

  R_Prok1492R  TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T 

  P_TM 1389PR 6FAM-CTTGTACACACCGCCCGTC-TAMRA 

F. prausnitzii Fpra 413F  TGTAAACTCCTGTTGTTGAGGAAGATAA 

  Fpra 543R GCGCTCCCTTTACACCCA 

  Fpra 454PR 6FAM-CAAGGAAGTGACGGCTAACTACGTGCCAG-TAMRA 

E. coli E.coli 395 F CATGCCGCGTGTATGAAGAA 

  E.coli 491R CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 

  E.coli 468PR 6FAM-TATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAA-TAMRA 

B. fragilis  B. Fragilis 44F TCRGGAAGAAAGCTTGCT 

  B. Fragilis 206R CATCCTTTACCGGAATCCT 

  B. Fragilis 93PR 6FAM-ACACGTATCCAACCTGCCCTTTACTCG-TAMRA 

DNA IAC‡ IAC F TACGGATGAGGAGGACAAAGGA 

  IAC R CACTTCgCTCTgATCCATTgg 

  IAC PR VIC®-CGCCGCTATGGGCATCGCA-TAMRA 

*Probe sequences are in bold. P_TM 1389PR, E. coli 468PR , B. fragilis 93PR and Fpra 454PR probes were 5’-labelled with FAMTM (6-

carboxyfluorescin) as the reporter dye, whereas the IAC probe was 5’-labeled with VIC®(6-carboxyrhodamine) as reporter dye to allow 

multiplex detection. TAMRATM was used as quencher dye at the 3’-end for all the probes. ‡IAC, Internal Amplification Control; DNA IAC 

sequence (5’-3’): TACGGATGAGGAGGACAAAGGACGCCGCTATGGGCATCGCACCAATGGATCAGAGCGAAGTG.  
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Supplemental Figures S1-S7 

 

Figure S1. Sodium butyrate inhibits antitumor efficacy of CTLA-4 blockade in mice.  

Tumor growth of MC38 in mice without (A) or with (B) sodium butyrate in drinking water 

and treated with three injections of anti-CTLA-4 (9D9) or isotype control (IgG2b). Left 

panels show the MC38 tumor size over time after tumor inoculation. Each line represents one 

mouse. Right panels depict mean ± SD tumor size in mice treated with anti-CTLA-4 or its 

isotype control (IgG2b) from one representative experiment out of two independent 

experiments (n=10 mice/group). p -values are indicated on each graph; Mann–Whitney tests 

were used. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. 
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Figure S2.  Sodium butyrate modified proliferation and H-2Kb expression of the 

MCA101-OVA cell line.  

(A) Tumor growth of MCA101-OVA in mice treated with three injections of isotype control 

(IgG2b). The graph depicts the mean ± SD of tumour sizes in mice supplemented with or 

without sodium butyrate from one representative experiment out of 2 independent 

experiments (n = 10 mice per group). (B) In vitro proliferation of MCA101-OVA cell line 

after 96h of culture in complete medium with escalating concentration of butyrate in vivo.  (C) 

Percentage of H-2Kb surface-expression after 72h of culture in complete medium with 

escalating concentration of butyrate in vivo. Mann–Whitney tests were used. ns, not 

significant. 
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Figure S3. Concentration of SCFA in serum of mice  

Concentrations (left panel) and percentage (right panel) of serum acetate (A), propionate (B) 

and valerate (C) in mice (n= 39-41 mice per group). Each dot represents one mouse. p -values 

are indicated on each graph; Mann–Whitney tests were used. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0.001; ns, not significant. 
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Figure S4. Sodium butyrate limits anti-CTLA-4-induced DC maturation.  

(A) Percentage of CD86 (left panel) and CD80 (right panel) among dendritic cells (DC) in the 

tDLN from pooled experiments (n=14-15 mice). (B-C) Correlation between the percentage of 

CD86 (left panel) and CD80 (right panel) and serum butyrate concentration in mice treated 

with anti-CTLA-4 (B) and IgG2b (C). Each dot represents one mouse. Spearman and Mann–

Whitney tests were used. p -values are indicated on each graph * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p 

< 0.001; ns, not significant. 
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Figure S5. SCFA quantification in stool and sera.  

(A) Percentage (left panel) and concentration (right panel) of fecal SCFA. (B) Percentage (left 

panel) and concentration (right panel) of serum SCFA. Each dot represents one patient.  
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Figure S6. Correlations between fecal and serum SCFA in patients at baseline (V1). 

Correlations between concentrations of fecal and serum SCFA. Each dot represents one 

patient in pooled experiments. Spearman and Mann–Whitney tests were used. p -values are 

indicated on each graph * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. 
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Figure S7. Q-PCR on stools before introduction of ipilimumab. 

Q-PCR analyses on feces at baseline of mean quantity 16S rDNA per ng of total genomic 

DNA for all Bacteria (16S rDNA Bacteria/ng, A), Bacteroides fragilis (16S rDNA B. 

fragilis/ng; B, left panel) and Escherichia coli (16S rDNA E.coli/ng; C, left panel) and 16S 

rDNA/ng to 16S rDNA bacteria/ng ratio x 100 for Bacteroides fragilis (B. fragilis/Bacteria 

(%); B, right panel) and Escherichia coli (E. coli/Bacteria (%); C, right panel). Each dot 

represents mean quantity (assessed in duplicate for each sample) for one patient. Mann–

Whitney tests were used. n and p-values are indicated on each graph * p < 0.05; ** p < 0.01; 

ns, not significant. 
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Supplemental Material and Methods  

Mice and cell lines 

C57Bl/6 and Balb/c mice were purchased from Harlan Laboratories between 8 and 14 weeks 

of age. Mouse colon carcinoma MC38 and CT26 and fibrosarcoma MCA101-OVA cell lines 

were cultured in complete medium (RPMI 1640 medium supplemented with 1mM 

sodium/pyruvate, 1 mM of non-essential amino acids (NEAA), 100 IU/ mL 

penicillin/streptomycin, 2 mM L-Glutamine and 10% Fetal Bovin serum (FBS, Life 

Technologies)). For the MCA101-OVA cell line RPMI complete medium was supplemented 

with 1mg/ml hygromycin B (Thermofisher). 

Antibodies 

Anti-CTLA-4 (clone 9D9) and its isotype control IgG2b (clone MPC-11) were purchased 

from BioXcell. All of these reagents were diluted in sterile Phosphate Buffer Saline (PBS). 

Mouse experiments 

For all mouse experiments in the butyrate group, mice were treated 2 weeks before tumor 

inoculation and all along the experiment with sodium butyrate in the drinking water at the 

concentrations of 100mM (pH-matched) and changed every week. 

Five hundred thousand of MC38 and MCA101-OVA tumor cells were inoculated 

subcutaneously (s.c) in the right flank of C57Bl/6 mice. 2.105 CT26 tumor cells were 

inoculated subcutaneously (s.c) in the right flank of Balb/c mice. One hundred μg of anti-

CTLA-4 or isotype control IgG2b were administered intraperitoneally (i.p) at day 7, 10 and 

13. Tumor size was routinely monitored by means of a caliper. Mice were euthanized when 

the tumor volume ≥ 2 cm3 or boundary points were reached according to the French and 

European laws and regulations for the use of mice for scientific purposes.  

For flow cytometry and serum analysis, mice were sacrificed 14 days post tumor inoculation, 

blood and draining lymph nodes were removed. Single cells were obtained after mechanical 

disruption. Serum samples were stored at -80°C until further analysis of SCFA dosages. 
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Patients 

Forty Patients with metastatic melanoma and prostate cancer treated with ipilimumab were 

prospectively enrolled at Gustave Roussy Cancer Campus (Villejuif), between March 2013 

and December 2014. Patients were informed of the study and consented to participate. They 

had a pre-specified clinical workup; feces and blood were collected at baseline (V1), prior to 

each ipilimumab infusion (V2, V3, V4). Patient‟s characteristics are describle in Table S1. All 

blood, serum and fecal samples used in this study are listed in table S3. Ipilimumab was 

administered intravenously every 3 weeks, at a dose of 3 or 10 mg/kg and could be continued 

after V4, at a maintenance dose of one infusion every 12 weeks, in patients whose disease was 

controlled (response or stable disease). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

isolated by Ficoll density gradient frozen in Hyclone media (Thermo Scientific) and stored at 

-196°C for further in vitro experiments. 

Soluble immune markers in patients 

All serum samples were stored at -80°C until analysis of soluble immune markers. Soluble 

CD25 (sCD25) was longitudinally quantified using Bio-Plex® MAGPIXTM Multiplex assay 

HSCRMAG-32K-01 (Millipore, Darmstadt, Germany). 

Flow cytometry analysis 

In mouse experiments, before staining, Fc receptors were blocked for 15 min at 4°C using 

anti-CD16/32 functional grade purified antibodies (eBioscience) at 0.5µg/106 cells. Cells were 

incubated for 30 min at 4°C with antibodies for cell surface staining. Antibody characteristics 

are described in Table S2. For Ki67 and FoxP3 staining, cells were fixed and permeabilized 

after cell surface staining according to the FoxP3 kit protocol (eBioscience). Samples were 

acquired on a Gallios Cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using Kaluza software 

(Beckman Coulter). Dendritic cells (DC) were defined among CD45 positive cells by lineage 

negative (CD3/CD19/NKp46) and classe II MHC (IAb+) and CD11c+. In humans, immune 

monitoring on whole blood and on PBMC was performed as described previously (1).  
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In vitro and ex vivo experiments 

In vitro proliferation and H2-Kb staining of MCA101-OVA cell line: To assess the direct 

effect of butyrate, we challenged 16000 tumor cells (MCA101-OVA) with escalating doses of 

sodium butyrate (0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 µM) (Sigma Aldrich). At 48, 72 and 96 hours, cells 

were collected and viable cells were enumerated with Trypan Blue exclusion method and 

stained with PE-conjugated anti-H2-Kb (clone: AF6-88.5, Biolegend) or its isotype control 

(mouse IgG2a; Biolegend) to determine MHC class I molecule expression. 

Ex-vivo restimulation of T cells from tumor-draining lymph nodes (tDLN): mice were 

sacrificed 21 days after MCA101-OVA inoculation, tDLN were removed and after mechanic 

dissociation 2.105 mononuclear cells were stimulated with escalating doses of Ovalbumin 

CD4 epitope (OVA 265-280; Genecust) at 0, 0.4, and 4 µg/ml or Ovalbumin CD8 epitope 

257-264 (SIINFEKL; Genecust) at 0, 0.1 and 1µg/ml. The supernatants were assayed at 48h 

by ELISA for mouse IFN-γ (Becton Dickinson). 

TCR cross-linking assay: For cross-linking experiments, PBMC from patients with MM at V1 

were incubated in RPMI 1640 medium supplemented with 1mM sodium/pyruvate, 1 mM of 

non-essential amino acids (NEAA), 100 IU/ mL penicillin/streptomycin, 2 mM L-Glutamine 

and 10% Fetal Bovin serum (FBS, Life Technologie) in MaxiSorp plates (Nunc; 2 × 105 cells 

per well), precoated with anti-CD3 mAb (BD Biosciences). PBMC were incubated 18 hours 

at 37°C and 5% of CO2 then  Brefeldin A (eBioscience) was added at 3µg/ml for 6 more 

hours, at the end of incubation cells were harvested, washed with PBS 1X and stained with 

anti-human CD4-PB (clone RPA-T4, Biolegend) CD8-KrO (Clone B9.11, Beckman Coulter) 

and IL-10-AF647.(clone JES-9D7, Biolegend). For IL-10 staining, permeabilization was 

realized with Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Bioscience, Franklins Lakes,NJ, 

USA) according to manufacturer instructions.  
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Short chain Fatty Acid dosages 

Quantitation of SCFA including acetate, butyrate, propionate and valerate from serum and 

fecal samples was performed using LC-MS/MS method adapted from Lu Y. et al. (2). 

Hydrochloric acid was added to serum samples (25 µL) and to faeces samples (20 mg) prior 

hydrazinquinolin (HQ) derivatization and before protein precipitation using acetonitrile. 

Organic phase (25 µL) was diluted in the mobile phase (475 µL) prior to injection for mass 

spectrometry analysis. SCFA free materials were used. The analyses were performed on a 

Acquity® UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) that included a binary solvent manager, 

a cooled auto-sampler and a column oven coupled with a Xevo® TQ-MS (Waters, Milford, 

MA, USA). A Waters BEH-C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 µm) from Waters (Milford, MA, USA) 

was used. The column was maintained at 40°C. The Waters Xevo® TQ-MS mass 

spectrometer was interfaced to the Acquity® UPLC system via an electrospray ionization 

(ESI) source used in positive mode. The system control and data acquisition were performed 

using MassLynx® software (v4.1, Waters, Milford, MA, USA). This method was adequately 

validated with good precision and recovery values according to ICH and EMA guidelines 

(3,4). Acetate was measured in serum from 2.5 to 1,000 µM. Butyrate, propionate and 

valerate were measured in serum from 0.125 to 50 µM. Acetate was measured in faeces from 

2.25 to 150 µmol/g. Butyrate, propionate and valerate were measured in faeces from 0.0225 to 

7.5 µmol/g. 

Quantification of bacteria by Q-PCR  

For each patient, 200mg of feces were used. DNA extraction included a first step of 

mechanical lysis : samples were diluted in 400 µL of ASL buffer in presence of 0.5 mm glass 

beads. Lysis was performed at 30 Hz during 30 min with the help of a TissueLyser (Qiagen). 

Next, samples were centrifuged at 12000 rpm during 4 min and 200 µL of the supernatant was 

further extracted using the QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen), according to the 

manufacturer‟s instructions. Extractions series were realized during five consecutive days (5 
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series), for each series, stool sample from the same patient (patient #30) was extracted, this 

sample confirmed the reproducibility of analyzes. Genomic DNA was immediately stored at 

−80◦C until use. All DNA samples were quantified using Qubit™ 3 Fluorometer and Qubit™ 

dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher) according to manufacturer instructions. For each 

sample dilutions were realized to test 10 ng of DNA per Q-PCR. All Q-PCR were performed 

using the TaqMan™ Gene Expression Master Mix kit (LifeTechnologies) in 25 μl final 

volume (4 μl of genomic DNA added per tube, 300 nM each primer and 100 to 200 nM of 

each probe, 103 copies of an internal amplification control (IAC). All samples were analyzed 

in duplicate. All negative, very weak or discordant results were verified by another series of 

Q-PCR (in duplicate). All primers and probes used in this study (all Bacteria, F. praunitzii, E. 

coli, B. fragilis and Internal Amplification Control (IAC)) are presented in table S4 and were 

described in supplementary bibliography (5-8). Standard curves were performed using 

genomic DNA preparations: F. praunitzii kindly given by the French National Institute for 

Agronomic Research (INRA) (from 0.4 ng/Q-PCR (approximately 1.2 105 16S targets) to 

0.04 pg/Q-PCR (approximately 120 16S targets); E. coli CIP 7621 (approximately 1.2 106 

16S targets) to 0.4 pg/Q-PCR (approximately 120 16S targets)) and B. fragilis CIP 7716 

(from 1.2 ng/Q-PCR (approximately 1.2 106 16S targets) to 0.12 pg/Q-PCR (approximately 

120 16S targets). All primers, probes and IAC‟sDNA were purchased from Sigma Life 

Science (Woolands, TX, USA). Amplifications were carried out using the following ramping 

profile: 1 cycle at 50°C for 1 min, 1 cycle at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C 

for 30 s, 60°C for 1 min. Excepted for the B. fragilis Q-PCR, the annealing was at 58°C for 1 

min. Q-PCR data were normalized to the expression levels of total bacteria measured by the 

all bacterial Q-PCR with E. coli standard curve. Final analyses according to serum butyrate 

levels were realized on data from 33 patients for whom serum butyrate concentrations and 

stool were available at V1. 
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Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using the Prism 7.0 (GraphPad) Software. The two-sided 

Wilcoxon signed rank test was used to compare paired groups, while the Wilcoxon test was 

performed to compare 2 unmatched groups. Correlations between fecal and serum SCFA 

parameters were assessed using the Spearman correlation coefficient. Overall survival (OS) 

and progression-free survival (PFS) according to SCFA dosages were estimated using the 

Kaplan-Meier method and compared using the log-rank test. OS and PFS analyses were 

carried out using PROC lifetest of SAS software, Version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). 

All tests are two-tailed and were considered significant at a p value<0.05.  Significant p 

values were annotated as follows *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, otherwise 

not significant was annotated ns. 

Human and mouse studies approval 

Immune monitoring in the blood of patients was approved by the Kremlin Bicêtre Hospital 

Ethics Committee (SC12-018; ID-RCB-2012-A01496-37) and the Declaration of Helsinki 

protocols were followed. Patients provided their written informed consent to participate in 

these studies prior to inclusion in the study. All animal experiments were carried out in 

accordance with French and European laws and regulations and approved by the French 

Animal Experimentation Ethics Committee n°26 (02004.02). 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Efficacité anti-tumorale et colites induites par l’anti-CTLA-4 sont-ils associés ? 

Mon travail de thèse a porté essentiellement sur les deux axes limitant l‟utilisation de 

l‟ipilimumab : l‟efficacité thérapeutique obtenue chez un nombre limité de patients atteints de 

mélanome métastatique et la survenue de colites inflammatoires induites par l‟anti-CTLA-4.  

Nous nous sommes interrogés en premier lieu sur l‟existence de mécanismes 

physiopathologiques communs à ces deux phénomènes. Certaines de nos données du 

microbiote fécal semblent associées aux 2 effets, alors que les données immunologiques et 

celles reliées aux métabolites de la flore nous laissent penser qu‟il existe des mécanismes 

dissociés entre réponse clinique et la survenue de colite. Des études cliniques ont cherché des 

liens entre les deux phénomènes. Une étude à mis en évidence que les patients traités par 

ipilimumab et présentant des effets indésirables d‟origine immunologiques grades III/IV ont 

une meilleure réponse thérapeutique (158). Cette étude est basée sur un très faible nombre de 

patients (n=16), ne permet pas de conclure à l‟association entre l‟efficacité clinique et la 

toxicité. Une étude rétrospective incluant 498 patients recevant de l‟ipilimumab à différentes 

doses (0,3, 3 et 10mg/kg) montre que des doses élevées sont associées à la fois à une 

meilleure réponse clinique et à la survenue plus fréquente de toxicités inflammatoires (304). 

Bien qu‟elles soient dose-dépendantes, on ne peut par exclure que la toxicité et l‟efficacité, 

soient liées à des mécanismes indépendants. Plus récemment, il a été montré que les patients 

avec des toxicités inflammatoires sévères induites par la combinaison de l‟anti-CTLA-4 et de 

l‟anti-PD-1 ont des réponses cliniques durables malgré l‟arrêt de ces traitements anti-

tumoraux (305). Dans ce travail, les toxicités sont aiguës et réversibles à l‟arrêt des 

immunothérapies, alors que la réponse anti-tumorale est durable. Ces  différentes observations 

cliniques ne permettent pas de conclure sur le lien entre efficacité et toxicité colique. De plus, 

la réponse anti-cancéreuse semble s‟installer progressivement alors que les effets indésirables 
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d‟origine immunologique sont le plus souvent aigus et réversibles sous immunosuppresseurs 

et à l‟arrêt des traitements.  

 

Peut-on étudier dans le même temps les mécanismes impliqués dans l’efficacité anti-

tumorale et le développement de colites induites par l’anti-CTLA-4 ? 

Comprendre les mécanismes impliqués dans l‟efficacité et les toxicités des immunothérapies 

qu‟ils soient associés ou pas, nécessite à la fois des études translationnelles mais également 

des modèles précliniques. Malheureusement, les modèles murins sauvages ne développent pas 

d‟effet indésirable d‟origine immunologique. Un étude a même ciblé 3 axes à la fois : 

l‟apoptose (en engageant le tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL)  

et 2 axes de co-stimulation (en bloquant à la fois le CD40 et le CD137 ou 4-1BB). Dans ce 

travail, les souris sauvages ne développent pas de toxicités inflammatoires (306). Dans ce 

travail, il n‟y avait pas de blocage du CTLA-4. Nous en avons fait l‟expérience, en supposant 

que l‟association d‟une inhibiteur d‟immune-checkpoint (anti-CTLA-4) avec un agoniste d‟un 

co-stimulateur (Inducible CoStimulator, ICOS) connu pour être induit par l‟anti-CTLA-4 

pourrait de manière synergique entrainer une réponse inflammatoire colique. De fait, l‟anti-

CTLA-4 associé ou non à un agoniste d‟ICOS injecté en intra-péritonéal au long cours 

(hebdomadaire pendant 3 mois) n‟induit pas de toxicité chez les souris (pas de perte de poids, 

pas de diarrhée, pas de décès) (données non montrées). Des stratégies permettant d‟étudier ces 

effets secondaires d‟origine immunologique sont utilisées, telles que les modèles avec des 

susceptibilités génétiques au développement de maladies auto-immunes (NOD,  SJL/J) (307). 

Une étude chez la souris a montré que chez les souris le blocage de CTLA-4 favorisait dans le 

colon l‟expansion de lymphocytes Treg ICOS+ capables de produire des quantités importantes 

d‟IL-10 (165). Dans ce modèle le blocage de CTLA-4 protégeait même du développement 

d‟une colite induite par le dextran sodium sulfate (DSS) par un mécanisme dépendant de l‟IL-

10. Ainsi il est très difficile d‟utiliser des modèles de souris pour comprendre les mécanismes 
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chez les patients puisqu‟il semblerait que le système immunitaire des souris compense 

systématiquement le blocage de CTLA-4 par une accumulation importante de Treg ICOS+ 

dans la muqueuse colique. Notre étude chez l‟homme (Article 1ier) semble montrer dans le 

tissu colique une amplification prépondérante de LT CD4+ conventionnels exprimant ICOS+ 

par rapport aux Treg ICOS+. Ainsi, les Treg ICOS+ ne permettent pas de contre-réguler les 

réponses T effectrices induites lors du blocage de CTLA-4. Evidemment, pour affirmer cette 

hypothèse il aurait fallu analyser le tissu colique de patients traités par ipilimumab et ne 

développant de colite et observer chez eux une amplification préférentielle de Treg ICOS+. 

Cependant nos expérimentations préliminaires à partir de PBMC confirment une 

augmentation de la sécrétion d‟IL-10 après un co-engagement du TCR et de la molécule de 

co-stimulation ICOS après un traitement ipilimumab en particulier chez les patients ne 

développant pas la colite (données non montrées). Nous pouvons supposer que la production 

d‟IL-10 dépendante d‟ICOS pourrait protéger chez les patients de la colite inflammatoire. 

Chez l‟homme, l'existence d'une maladie auto-immune sous-jacente même en rémission est 

théoriquement une contre-indication à l'utilisation d'anti-CTLA-4 et autres immunothérapies. 

L‟utilisation d‟immunothérapies dans des modèles modifiés génétiquement pour favoriser le 

développement de maladies auto-immunes ne permet pas d'extrapoler les résultats 

précliniques à l'homme. D‟autres modèles avec déplétion en Treg sont également utilisés pour 

l‟analyse des effets secondaires d‟origine immunologique. Le CTLA-4 est connu pour être 

fortement exprimés sur les lymphocytes T CD4+ et particulièrement les Treg (exprimant 

FoxP3) (61,62). Des travaux suggèrent que l'anti-CTLA-4 induit une déplétion en Treg par 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) au niveau des sites 

tumoraux (308–312). Des modèles précliniques plus récents ont été élaborés pour dépléter de 

manière conditionnelle et transitoire les Treg au niveau de la tumeur (FoxP3-DTR) et en 

périphérie via de la toxine diphtérique (313). Dans ce travail, la survenue d'effets indésirables 

d'origine immunologiques (colique, hépatique, oculaire et pulmonaire) nécessite à la fois une 
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déplétion en Treg et un blocage du CTLA-4 et du PD-1. Chez l‟homme, nous avons constaté 

dans ce travail de suivi des paramètres immunologiques dans le sang périphérique, que les 

patients traités par ipilimumab n'ont pas de déplétion significative en Treg (données non 

montrées). Dans une autre étude, une augmentation des Treg et des LT CD4+ effecteurs 

systémiques sous ipilimumab est également observée (151). Ces données suggèrent l‟absence 

de déplétion des Treg au niveau périphérique, et une efficacité thérapeutique préférablement 

liée à une balance effecteur/régulateur en faveur de l‟activation lymphocytaire et d‟une 

inhibition des fonctions suppressives des Treg. De plus, dans l‟analyse de l‟infiltrat 

lymphocytaire dans les biopsies de colites induites à l‟anti-CTLA-4 (article 1ier), nous 

n‟observons pas de déplétion en Treg par rapport aux colites à l‟anti-PD-1 ni aux maladies 

inflammatoires chroniques de l‟intestin (MICI). La proportion et le nombre de Treg sont 

similaires dans les 3 types de colites. Pour des raisons éthiques, je n‟ai pas pu démontrer 

formellement l‟absence de déplétion des Treg. En effet, la comparaison des Treg dans les 

colites à l‟anti-CTLA-4 aurait nécessité un groupe contrôle de patients traités par anti-CTLA-

4 ne développant pas de colite. Toutefois, l‟absence de déplétion en Treg au niveau colique a 

également été observé dans un autre travail comparant des patients traités par ipilimumab 

présentant une diarrhée vs  un transit conservé (166). Les données tissulaires concernant les 

Treg peuvent suggérer que la réponse anti-tumorale et les toxicités coliques induites par 

l‟anti-CTLA-4 ne font pas intervenir les mêmes mécanismes. La déplétion des Treg intra-

tumoraux décrit dans la littérature fait probablement partie d‟un des mécanismes d‟efficacité 

anti-tumorale. L‟absence de déplétion en Treg dans le tissu inflammatoire en phase aiguë 

ainsi qu‟en périphérie fait plutôt suspecter une rupture de l‟homéostasie lymphocytaire T 

entre effecteurs et régulateurs.  Au total, les modèles précliniques qui déplètent en Treg au 

niveau périphérique présentent des biais majeurs qui rendent délicat l'interprétation de 

certaines réponses immunologiques induites par l'anti-CTLA-4. De plus, les modèles 

précliniques de colites induites chimiquement par le DSS ou par transfert de lymphocytes T 
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sur des souris immunodéficientes ne permettent pas non plus de comprendre les mécanismes 

immunologiques impliqués dans l‟induction ou l‟entretien de l‟inflammation colique induite 

par l‟anti-CTLA-4. Contrairement à l‟homme, dans ces protocoles chez la souris l‟induction 

de colite n‟est pas déclenchée par l‟anti-CTLA-4, ce qui représente une limitation importante. 

Pour toutes ces raisons, nous n‟avons pas étudié la potentielle association entre le 

développement de colite et l'efficacité anti-tumorale de l'anti-CTLA-4 chez la souris. Je me 

suis donc concentrée sur le suivi des données immunologiques, de la flore intestinale et de ces 

métabolites dans une cohorte de patients traités par ipilimumab. Ce travail translationnel 

permet de décrire ces paramètres en fonction des données cliniques, recherchant d‟éventuels 

similitudes ou distinction entres efficacité et toxicité colique de l‟ipilimumab.  

 

Existe-t-il des paramètres immunologiques ou du microbiote intestinal communs à 

l’efficacité anti-tumorale et à la colite induite par l’anti-CTLA-4 ? 

En pré-thérapeutique, l'étude des phénotypes lymphocytaires T dans le sang périphérique et 

de la composition du microbiote fécal, a permis de mettre en évidence des marqueurs 

immunologiques et des composants de la flore intestinale associés à la fois à la réponse anti-

tumorale et à la colite induite par l‟ipilimumab.  Ainsi, un nombre absolu de LT CD4+ totaux 

élevé et une proportion basse de Treg (parmi les LT CD4+ totaux) sont associés à la fois à la 

réponse clinique et à la survenue de colite. Les résultats concernant les LT CD4+ semblent 

cohérents avec ceux de la littérature (314,315). En d‟autres termes, un nombre et une 

proportion élevée de LT CD4+ conventionnels (FoxP3-) en pré-thérapeutique est en faveur de 

ces 2 phénomènes. Comme évoqué précédemment, cela suggère que le blocage du CTLA-4 

rompt la balance entre effecteurs et régulateurs en faveur de réponse immunologique pro-

inflammatoires. Des travaux semblent montrer qu'un nombre élevé de Treg dans le sang 

périphérique en pré-thérapeutique ainsi que leur baisse au cours du traitement par ipilimumab, 

sont de bon pronostic (141,316,317). Dans notre étude, il n‟y a pas de différence significative 
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entre le nombre de Treg en pré-thérapeutique chez les patients répondeurs vs non répondeurs 

ni chez ceux développant une colite vs le groupe contrôle. Ces données s‟expliquent très 

probablement par la lymphopénie dans les patients des groupes non-répondeurs et ne 

développant pas de colite.  

Nous nous sommes également intéressés à la composition du microbiote intestinal et son 

influence sur l‟efficacité et la tolérance à l‟ipilimumab. Notre travail a été réalisé en parallèle 

d‟autres études publiées dans l‟intervalle (302,303,318) et ayant la même hypothèse 

concernant le rôle de la flore intestinale sur l‟immunité anti-tumorale et/ou l‟inflammation 

colique induite par les immunothérapies et plus particulièrement l‟anti-CTLA-4. Nous avons 

montré chez l‟Homme, qu‟une flore intestinale enrichie en Faecalibacterium et autres 

Firmicutes (en particulier les OTUs (operational taxonomic unit): Faecalibacterum 

prausnitzii L2.6, Gemmiger formicilis ATCC 27749 et Butyrate producing bacterium SS2-1), 

est associée à une meilleure survie globale et sans récidive et à un risque accrue de développer 

des colites induites par l‟ipilimumab. Dans notre travail prospectif, il n‟y a pas de 

modification significative de la composition du microbiote intestinal sous ipilimumab. Cela 

suggère qu‟une certaine composition du microbiote fécal en pré-thérapeutique semble 

favoriser un statut immunologique qui, lors du blocage du CTLA-4 permet une réponse anti-

tumorale et inflammatoire intestinale. Chez la souris, Vétizou et al. montrent qu‟une dysbiose 

est observée chez la souris 48h après l‟injection d‟anti-CTLA-4, définie par une majoration 

des Bacteroidales, des Burkholderiales et des Clostridiales (302). Les données murines sont 

d‟interprétation délicate puisque les auteurs ont montré une différence significative de 

l‟abondance des bactéries (Bacteroidales, Burkholderiale et Clostridiales) entre les souris 

avant traitement et après une injection d‟anti-CTLA-4. Cependant les données publiées 

montrent l‟existence d‟un effet de l‟isotype de l‟anticorps anti-CTLA-4 chez ces animaux qui 

n‟est pas discuté par les auteurs. De plus, il semble que les résultats de cette expérience ne 

comparent pas les souris avant et après anti-CTLA-4 ou son isotype de manière appariée mais 
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compare les 3 groupes de manière indépendante. Dans la même étude, les auteurs ont réalisé 

des expériences de transplantation fécale chez des souris germ-free. Pour cela ils ont utilisé 

des selles de patients atteints d‟un mélanome métastatique. Ces selles ont été transplantées par 

gavage aux souris germ-free puis après reconstitution de la flore, les auteurs ont implanté une 

tumeur au souris et les ont traitées pas anti-CTLA-4. Des Q-PCR réalisées sur les selles des 

souris en fin de traitement indiquaient qu‟une flore enrichie en Bacteroidetes (Bacteroides 

salyersiae, Bacteroides acidifaciens et Bacteroides uniformis) était associée à une réponse 

anti-tumorale à l‟anti-CTLA-4 (302). Cette flore transplantée faciliterait la colonisation du 

tube digestif par des bactéries spécifiques du genre Bacteroides (Bacteroides fragilis et 

Bacteroides thetaiotaomicron) à l‟origine d‟une stimulation de la réponse Th1 IL-12-

dépendante (302). Ce résultat est très contradictoire avec les données obtenues chez les 

patients atteints d‟un mélanome métastatique et traités par l‟ipilimumab où nous avons 

observé une proportion augmentée de Bacteroides est observée dans le groupe non-répondeur 

avec des survies globales et sans progression plus courtes. Ces résultats discordants 

s‟expliquent probablement avant tout en raison de différents biais : 1/ liés à la transplantation 

fécale dans les modèles germ-free à partir de selles de patients. La reconstitution de la flore 

intestinale chez la souris n‟aboutit pas à une composition ni à des fonctions identiques à celle 

issue du patient. Certaines bactéries du microbiote humain ne peuvent pas colonisés le tube 

digestif  murin. De plus, la technique de transplantation fécale chez la souris se fait par 

gavage en intra-gastrique. Comme nous l‟avons décrit précédemment, un grand nombre de 

bactéries ne survivent pas à de pH acides, ce qui induit une modification de la composition de 

la flore intestinale initiale ; 2/ l‟analyse  par Q-PCR des prélèvements iléaux chez la souris 

n‟ont pas pris en compte la composition du microbiote dans son ensemble mais certaines 

espèces bactériennes telles que Bacteroides fragilis et Bacteroides thetaiotaomicron. En effet, 

aucune étude de la composition du microbiote ni aucune autre Q-PCR pour caractériser 

d‟autres bactéries n‟ont été réalisées dans ces expériences, les auteurs ne peuvent donc pas 
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exclure que d‟autres bactéries soient associées à cette réponse clinique dans ce modèle de 

transplantation fécale chez la souris. De grandes différences existent entre une expérience en 

animal gnotoxénique où une espèce bactérienne peut sembler néfaste voire pathogène alors 

qu'elle ne l'est pas lorsqu'elle fait partie d'une flore plus complexe ou qu‟elle colonise un autre 

hôte. Tous ces arguments peuvent expliquer les différences observées entre les résultats  de 

cette étude et les nôtres en ce qui concernent la composition du microbiote intestinal et son 

influence sur la réponse à l‟anti-CTLA-4. Enfin ces résultats contradictoires soulignent qu‟il 

est très complexe de transposer des données de microbiote issues de la souris à l‟homme 

comme cela fut discuté précédemment pour la colite induite par une anticorps ciblant et 

bloquant CTLA-4.  

 

L‟impact du microbiote intestinale sur le développement de colite induite par l‟ipilimumab a 

également été analysée sur une cohorte de patients américains traités pour un mélanome 

métastatique (318). Dans ce travail, les auteurs observent qu‟une flore riche en micro-

organismes du phylum des Bacteroidetes (Bacteroidaceae, Rickenellaceae et 

Barnesiellaceae) est associée à une résistance à la colite induite par ipilimumab. De la même 

manière, nous observons que les patients avec un microbiote enrichi en bactéries du phylum 

des Bacteroidetes appartiennent au groupe ne développant pas de colite alors que ceux 

développant une inflammation colique ont une flore enrichie en Firmicutes. Ces résultats sont 

inattendus, puisque nous avions émis l‟hypothèse initiale que les patients avec une colite 

induite à l‟ipilimumab présenteraient un microbiote intestinal pro-inflammatoire et donc riche 

en Bacteroidetes comme décrit dans les MICI (287,288). Au contraire, nous observons une 

flore enrichie en Firmicutes, connus pour leurs fonctions anti-inflammatoires et de 

renforcement de l‟imperméabilité intestinale. Ces données restent concordantes avec les 

données de la cohorte indépendante américaine même si les mécanismes impliqués restent à 

clarifier. L‟étude des paramètres immunologiques n‟a pas été réalisée dans le travail de 
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Dubin, mais une analyse métagénomique a permis de mettre en évidence des niveaux 

d‟expression relative des gènes impliqués dans le transport en polyamines plus importants 

dans le groupe de patients ne développant pas d‟inflammation colique. Les polyamines sont 

des amines cationiques produites par les bactéries, transportées via la spermidine et la 

putrescine vers les cellules épithéliales coliques, et jouant un rôle de renforcement de la 

barrière intestinale (319). Des travaux montrent qu‟en phase de colite, le niveau de polyamine 

est bas comparativement aux contrôles sains (320). L‟expression importante des gènes 

impliqués dans le transport en polyamines chez les patients ne développant pas de colite sous 

ipilimumab, suggère qu‟une perméabilité intestinale renforcée protège contre de 

l‟inflammation. Ils montrent également chez les patients résistants à la colite, une importante 

expression des gènes impliqués dans la biosynthèse en vitamines B (riboflavine, biotine, 

panthothénate et thiamine). Les bactéries commensales sont connues pour intervenir dans la 

synthèse des vitamines, en particulier les vitamines B (321). Chez les patients avec une 

maladie de Crohn, les taux de vitamines B1 (thiamine) et B2 (riboflavine) sont abaissés (322). 

In vitro, les sous-populations de cellules CD3+ à TCR semi-invariant associés à la muqueuse 

(innate mucosal-associated invariant T cells ou MAIT) peuvent être activées par les 

métabolites de la riboflavine (323). Ces cellules MAIT s‟accumulent en nombre dans la 

muqueuse inflammatoire des patients atteints de maladie de Crohn (324). Cependant, le profil 

pro- ou anti-inflammatoire de cette population de cellules immunitaires n‟est pas identifié. 

Ces données suggèrent que la surexpression des vitamines B induit une activation des cellules 

MAIT. Savoir si la muqueuse intestinale des patients résistant à la colite est enrichie ou pas en 

cellules MAIT activés, ainsi que leurs fonctions reste à définir dans ce contexte. A noter que 

les cellules MAIT n‟existent pas chez la souris, cela apporte une explication supplémentaire 

aux discordances entre la souris et l‟homme pour l‟induction d‟une colite inflammatoire sous 

anti-CTLA-4. L‟étude de Dubin et al. apporte donc une explication intéressante; dans leur 

hypothèse les cellules MAIT auraient un rôle protecteur de la colite à ipilimumab dès lors que 

https://fr.wikipedia.org/wiki/CD3
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CTLA-4 serait inhibé. La plupart des équipes travaillant sur les cellules MAIT semblent les 

associer plutôt à l‟inflammation (325), il reste donc important de caractériser la fonctionnalité 

de ces cellules dans différent contexte, en particulier lors du blocage de CTLA-4. Cette étude 

descriptive ouvre des perspectives sur le lien entre métagénomique, le microbiote intestinal et 

le développement de colite sous anti-CTLA-4. Toutefois, ce travail ne fait pas de lien direct 

avec le système immunitaire.   

L‟immunomonitoring sur le sang périphérique réalisé en longitudinal a permis de mettre en 

évidence l‟induction de marqueurs immunologiques d‟activation lymphocytaire  chez les 

patients présentant un microbiote enrichi en Faecalibacterium prausnitzii et autres 

Firmicutes. En effet, l‟induction d‟Inducible CoStimulator (ICOS) sur les LT CD4+ en 

particulier les LT CD4+ conventionnels (non Treg), est observée chez les patients appartenant 

au groupe de patients avec une flore riche en Firmicutes. Le CTLA-4 inhibe l‟activation 

lymphocytaire et prévient l‟expression d‟ICOS (326). Ainsi, le blocage du CTLA-4 rompt la 

l‟homéostasie en faveur d‟une activation lymphocytaire effectrice chez ces patients qui ont 

également une meilleure survie et un risque accru de développer des colites. Ces résultats son 

cohérents avec ceux de la littérature, qui montrent que l‟induction d‟ICOS sur les CD4+ au 

cours d‟un traitement par ipilimumab pourrait être un bio-marqueur d‟efficacité anti-

cancéreuse (145–147). De la même manière, une flore enrichie en Faecalibacterium 

prausnitzii est associée à une augmentation du CD25 soluble (sCD25) dans le sérum des 

patients traités par ipilimumab. Le sCD25 est un reflet de l‟imprégnation en IL-2 (327) 

puisqu‟il s‟agit de la forme soluble de la sous-unité alpha du récepteur à l‟IL-2 (IL-2R ou 

CD25) nécessaire au 3ème signal de l‟activation lymphocytaire. L‟IL-2 est connu pour induire 

l‟expression d‟ICOS à la surface des lymphocytes T, en particulier sur les Treg en raison de 

l‟expression constitutionnelle du CD25 (328,329). Ces données suggèrent que la composition 

du microbiote fécal peut influencer les réponses immunitaires induites par l‟anti-CTLA-4 et 

avoir un impact à la fois sur l‟efficacité thérapeutique et la survenue de colite inflammatoire.  
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Peut-on distinguer des paramètres immunologiques ou du microbiote intestinal, propres 

à l’efficacité anti-tumorale ou à la colite induite par l’anti-CTLA-4 ? 

Ce travail a également pu mettre en évidence que certains paramètres immunologiques et le 

butyrate peuvent être associés à la réponse clinique à l'ipilimumab mais pas au développement 

de la colite induite et inversement. Par exemple, nous avons étudié les marqueurs de 

domiciliation intestinale 47 dans le sang périphérique dans l‟hypothèse que leur expression 

sur les lymphocytes T soit associée au développement de colite. L‟47 est une cible 

thérapeutique dans la rectocolite hémorragique après échec des corticoïdes, des 

immunosuppresseurs et des anti-TNF.  En condition normale, l‟intégrine 47 permet aux 

lymphocytes d‟être dirigés spécifiquement vers l‟intestin et permet de se défendre contre des 

pathogènes. Dans les maladies inflammatoires chroniques de l‟intestin, le recrutement de ces 

cellules et leur adhésion aux récepteurs endothéliaux (MAdCAM-1) est anormalement élevée 

(330). Le blocage de l‟47 par un le Vedolizumab (anticorps monoclonal IgG1) permet de 

limiter l‟adhésion des lymphocytes exprimant cette intégrine sur leurs récepteurs (MAdCAM-

1) dans le tube digestif et ainsi diminuer l‟inflammation. Dans notre travail, la proportion et le 

nombre absolu de LT CD4+ et CD8+ exprimant l'47 sont plus bas dans le groupe répondeur 

par rapport aux non-répondeurs et restent similaires entre les patients développant une colite 

vs les contrôles. L‟étude longitudinale de ces marqueurs de domiciliation digestive ne montre 

pas de variation significative entre les patients développant une colite comparativement aux 

patients contrôles (données non montrées). Dans le travail sur l‟infiltrat lymphocytaire au 

niveau de la muqueuse digestive, nous n‟avons pas réalisé d‟analyse de ces paramètres que ce 

soit l‟expression d‟47 ou de son récepteur MadCAM-1. Cela ne permet pas d‟exclure une 

potentielle implication dans l‟induction ou l‟entretien de l‟inflammation intestinale induite par 

l‟ipilimumab. Récemment, une étude rétrospective sur 6 patients développant une colite 

induite par ipilimumab réfractaire aux corticoïdes montre que le traitement de 2ème ligne par 

Vedolizumab est efficace et bien tolérée (331). Ce travail ouvre des perspectives sur les 
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stratégies thérapeutiques des toxicités inflammatoires coliques induites par les immune-

checkpoint inhibiteurs. Les données sur ces populations lymphocytaires ainsi que sur leurs 

récepteurs au niveau de la muqueuse intestinale sont nécessaires pour soutenir l‟utilisation du 

Vedolizumab et des autres anti-intégrines en préventif ou curatif dans des études cliniques de 

plus grande ampleur. De manière surprenante, c‟est dans la réponse clinique que l‟expression 

d‟47 sur les LT paraît intervenir au niveau périphérique. Ces marqueurs de domiciliation 

intestinale sont induits soit par l‟acide rétinoïque associé à une stimulation du TCR (332)  soit 

par l‟IL-7 (333). L‟IL-7 est une cytokine ayant un rôle majeur dans l‟homéostasie des LT et 

particulièrement dans la reconstitution de la réserve de LT lors d‟une lymphopénie (333). Nos 

résultats montrent une proportion de LT exprimant 47 plus élevée et une lymphopénie chez 

les patients non-répondeurs vs répondeurs. Notre hypothèse serait que dans un contexte de 

lymphopénie, l‟IL-7 disponible est augmentée et induit l‟expression d‟47 sur les LT. Cette 

hypothèse suggère que ces résultats ne soient qu‟un reflet indirect de la lymphopénie 

clairement associée à l‟absence de réponse clinique à l‟ipilumumab. Afin de conforter cette 

hypothèse, nous avons d‟ailleurs observé une corrélation inverse entre le taux de LT 

exprimant 47 et le nombre de LT circulants (donnée non montrée).  

Nous avons également observé des différences sur le statut inflammatoire des patients 

développant ou pas une colite. Des concentrations sériques basses en cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, IL-8 et sCD25) sont observées chez les patients développant une colite 

induite par l‟ipilimumab par rapport au groupe contrôle, alors qu‟elles restent similaires entres 

les répondeurs et les non-répondeurs. Le rôle anti-inflammatoire de Faecalibacterium 

prausnitzii qui est enrichie dans le groupe de patients développant une colite à l‟anti-CTLA-4 

peut expliquer ce résultat (288). Nous n‟observons pas de différence significative sur 

l‟inflammation basale entre répondeurs et non répondeurs bien que la composition de la flore 

des patients répondeurs soit aussi enrichie en Faecalibacterium prausnitzii. Cependant, les 

données sur un nombre plus important de patients (n=33 versus n=18 patients dans nos 
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travaux publiés), montre que les patients répondeurs présentent un également un profil anti-

inflammatoire au niveau périphérique. Il existe des concentrations sériques en IL-6, IL-8 et 

sCD25 significativement plus faible dans le groupe répondeur vs non répondeur (données non 

montrées). Au final, il semblerait que les patients répondeurs et développant une colite ont un 

profil immunologique basal en faveur d‟un statut anti-inflammatoire, ce qui reste à valider 

dans d‟autres cohortes indépendantes. Des travaux ont décrit des corrélations entre certains 

composants de la flore intestinale et les concentrations de cytokines inflammatoires 

systémique (334). Dans la maladie de Crohn, la relative abondance de Faecalibacterium 

prausnitzii est réduite lors d‟une poussée inflammatoire. L‟équipe de Sokol et al, a observé  

que Faecalibacterium prausnitzii exerce une action anti-inflammatoire sur les cellules 

mononuclées du sang périphérique (PBMC) qui sécrètent de l‟IL-10 de manière 

significativement plus importante que l‟IL-12, connu pour induire des réponse Th1 (288). 

Cette induction d‟IL-10 peut provenir des cellules dendritiques via le TLR2 (335), et/ou des 

Treg (336,337). Plusieurs études montrent in vitro que la production d‟IL-8 par des PBMC est 

diminuée en présence de Faecalibacterium prausnitzii dans le surnageant de culture 

(288,338). Ces études réalisées sur PBMC aident à prédire l‟activation des cellules de 

l‟immunité au niveau digestif uniquement, et n‟explique pas forcement le lien entre 

composition du microbiote et inflammation à la périphérie. Cependant la composition du 

microbiote avec un enrichissement en bacteries « protectrices » pourrait favoriser le 

renforcement de la barrière intestinale et donc diminuer le passage des bactéries 

(translocation) décrit comme responsable de l‟augmentation du LPS sérique associée à une 

inflammation comme cela est suggéré dans de nombreuses études. Ainsi une 

immunorégulation forte au niveau digestif serait associée à une inflammation plus faible en 

periphérie. Nos données sont donc cohérentes avec la littérature, et suggèrent que la 

concentration sérique en protéines inflammatoires est un reflet de la composition du 

microbiote fécal et prédit la survenue d‟une colite après le blocage du CTLA-4. Nous pouvons 
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supposer que le profil sérique anti-inflammatoire de ces patients est également le reflet de leur 

profil immunitaire dans les muqueuses digestives. Dans notre travail d‟analyse des infiltrats 

lymphocytaires des biopsies de patients avec une colite induite par l‟ipilimumab, et comme 

discuté précédemment, nous observons un infiltrat prédominant en LT CD4+. Comme discuté 

précédemment, les LT CD4+ conventionnels exprimant ICOS induisent préférentiellement des 

réponses Th1 avec une sécrétion d‟IFN alors que les Treg exprimant ICOS induisent des 

réponses immuno-régulatrices médiées par l‟IL-10 (145,165). Ainsi,  le blocage du CTLA-4 

entrainerait une rupture de la tolérance au niveau digestif en faveur de réponses 

lymphocytaires effectrices et cytotoxiques par rapport aux réponses suppressives induites en 

particulier par les Treg. Le mécanisme aboutissant à cette observation nécessite des études 

plus approfondies, mais ces données restent cohérentes avec les données de la littérature. 

Dans le travail de Vétizou et al, le blocage sur CTLA-4 induit rapidement (24h) une apoptose 

des cellules épithéliales intestinales au niveau de l‟iléon et du colon dépendantes des LT 

CD4+ et CD8+(302). Il existe également un niveau élevé des transcrits d‟IL-17A et d‟IFN en 

faveur de réponses Th1 et Th17 au niveau intestinal sous anti-CTLA-4 (302). Dans notre 

étude, nous avons stimulée de manière non spécifique les LT de la muqueuse colique 

inflammatoire par de la PMA-ionomycine. Une analyse en cytométrie de flux n‟a pas mis en 

évidence de différence significative d‟IL17A, d‟IFN, d‟IL-10 ni de TNF exprimés par les 

LT CD4+ et CD8+ entre les colites induites à l‟anti-CTLA-4 vs l‟ani-PD-1 ni avec les MICI 

(données non montrées). Préciser le profil de réponses T nécessite à la fois une comparaison 

avec un groupe contrôle de patients traités par anti-CTLA-4 ne développant de 

symptomatologie digestive et une stimulation spécifiquement les LT avec des anticorps anti-

CD3. Etonnamment, dans l‟étude de Vétizou, le niveau de transcrit de d‟IL-6 reste similaire 

entre le groupe traités par anti-CTLA-4 vs l‟isotype contrôle. L‟IL-6 est bien connu pour être 

une cytokine influençant la différenciation lymphocytaire T, en Th17 ou en Treg lorsqu‟il est 

associé au TGF-(339). Au contraire, dans les sécrétomes des biopsies de colite à anti-
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CTLA-4, il existe une concentration importante concentration en cytokines pro-

inflammatoires telles que l‟IL-6, l‟IP-10, le GM-CSF et le TNFdonnées non montrées sauf 

TNF) et une absence d‟IL-17A. Ces protéines de l‟inflammation aigue peuvent être sécrétées 

par les LT activés mais aussi par les cellules de l‟immunité innée (comme les granulocytes ou 

les macrophages). Dans les MICI, il existe une augmentation des macrophages intra-muqueux 

produisant les cytokines pro-inflammatoires citées ci-dessus (340). L‟analyse des 

macrophages restent complexe en raison des nombreux marqueurs de surface nécessaires pour 

les identifiés. Au vu de nos résultats, il serait intéressant d‟étudier les populations de 

macrophages intra-muqueux dans les colites induites par l‟anti-CTLA-4 et valider leur profil 

sécrétoire. Comme nous l‟avons déjà évoqué, les souris wild-type ne développent pas de 

colite symptomatique ce qui explique les résultats discordants avec ceux du modèle 

préclinique. Les données observées dans le travail de Vétizou et la, sont donc en faveur d‟une 

modification de l‟environnement immunologique digestif (lymphocytaire essentiellement) 

lors du blocage du CTLA-4 mais il y a une absence de colite avérée rendant difficile 

l‟interprétation de ces résultats quant aux mécanismes immunologiques associés au 

développement d‟une colite suite au blocage de CTLA-4. Notre travail montre que la colite 

induite par l‟anti-CTLA-4 chez l‟homme semble liée à un recrutement de LT CD4+ 

conventionnels exprimant des marqueurs d‟activation tel qu‟ICOS, une absence de déplétion 

des Treg et une inflammation aigue avec un profil sécrétoire IL-6, TNF, IP-10. Toutes les 

données immunologiques précédemment discutées semblent suggérer que les mécanismes 

immunologiques effecteurs terminaux impliqués dans la survenue d‟une colite et la réponse 

clinique à l‟ipilimumab pourraient être en partie différents.  

Enfin, le travail sur l‟influence du butyrate sur l‟efficacité anti-tumorale de l‟anti-CTLA-4 se 

base sur le fait que les patients avec une flore fécale enrichie en Firmcutes productrices de 

butyrate ont une meilleure réponse au traitement. Le butyrate est bien connu pour son activité 

immunomodulatrice et anti-inflammatoire (341,342). Dans le modèle préclinique, les souris 
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supplémentées en butyrate (dans l‟eau d‟hydratation) présentent une inefficacité de l‟anti-

CTLA-4. Comme nous l‟avons évoqué dans le chapitre dédiée au CTLA-4, ce dernier induit 

une trans-endocytose des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 des cellules 

présentatrices d‟antigène (CPA) (109), ce qui diminuent leur expression à la surface des CPA. 

Le blocage du CTLA-4 entraine au contraire une surexpression de ces molécules. In vitro, le 

butyrate inhibe la maturation des cellules dendritiques (277,278,343). Nos résultats montrent 

in vivo que le butyrate inhibe la surexpression des molécules CD80 et CD86 induite par le 

blocage du CTLA-4. Le mécanisme induisant ce phénomène sur les cellules dendritiques 

pourrait être lié à un action inhibition d‟histone deacetylase inhibitors (HDAC) du butyrate 

(343). Dans ce travail, le butyrate inhibe l‟induction/amplification de  LT CD4+ et CD8+ Th1 

spécifiques d‟un antigène (l‟ovalbumine). Plusieurs études ont observé que le sodium butyrate 

entraine une anergie T(285,286) ou réduisent la capacité d‟activation de LT (280). Ainsi en 

inhibant l‟induction in vivo de CD80 et CD86 par l‟anti-CTLA-4, le butyrate ne favorise pas 

le rétablissement de l‟axe B7/CD28 pour permettre l‟expansion de LT spécifiques mémoires 

anti-tumoraux. Ces résultats rappellent une étude chez la souris montrant qu‟une flore riche en 

Bifidobacterium améliore l‟efficacité de l‟anti-PD-L1 (303). Une augmentation des réponses 

LT CD8+ spécifiques de l‟antigène tumoral est observée dans les tumeurs de souris enrichies 

en Bifidobacterium. Cette réponse T spécifique est liée à une maturation des cellules 

dendritiques (303). Ces résultats comme les nôtres, montrent un lien entre la maturation des 

cellules dendritiques, la composition du microbiote intestinal et l‟efficacité de 

l‟immunothérapie. Toutefois, l‟action directe du Bifidobacterium ou indirecte via des 

métabolites sur les cellules dendritiques n‟est pas démontrée dans ce travail. Chez l‟Homme, 

nous observons que les patients présentant une concentration sérique en butyrate faible ont 

une meilleure survie par rapport à ceux avec de fort taux de butyrate systémique. Ces données 

sont en accord avec nos résultats précliniques. Cependant, aucun lien n‟existe entre le taux de 

butyrate ou des autres métabolites dosés (acétate, propionate et valérate) et la survenue d‟une 
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colite induite l‟ipilimumab. De la même manière, aucune différence n‟est observée concernant 

le profil inflammatoire basal (IL-6, IL-8, IP10, TNF) des patients avec des concentrations 

sériques en butyrate élevée versus basses (données non montrées). Les données 

d‟immunomonitoring dans le sang périphérique de cette cohorte montrent une expansion 

significative des LT CD4+ mémoires dans le groupe avec de faible taux de butyrate sérique. 

De la même manière, les patients avec des concentrations sériques en butyrate élevées n‟ont 

pas d‟induction de sCD25 suggérant une faible restauration de l‟axe B7/CD28 après blocage 

du CTLA-4 (344). Lors des dosages d‟acides gras à chaines courtes (AGCC) dans le sérum 

des patients de notre cohorte, nous supposions que ceux avec un microbiote enrichi en 

Firmicutes auraient des concentrations en butyrate élevées. Contre toute attente, grâce à une 

étude en Q-PCR sur les selles avant traitement de nos patients, nous avons observé que les 

patients présentant une concentration sérique basse en butyrate ont une flore riche en 

Faecalibacterium prausnitzii. Les taux de butyrate dans les selles et en systémique dépendent 

de nombreux facteurs tels que l‟alimentation, le temps de transit, la composition du 

microbiote, le métabolisme bactérien mais également la consommation du butyrate par les 

composants de la flore et les colonocytes. Le microbiote intestinal joue un rôle dans 

l‟expression d‟enzymes impliqués dans le métabolisme du butyrate. Les bactéries productrices 

de butyrate augmentent le niveau de l‟ acyl CoA déhydrogénase implquée dans la β-oxidation 

(345), et du 3-hydroxy 3-methyl glutaryl CoA (mHMGCoA) synthase impliqué dans la 

synthèse des corps cétoniques (346). En l‟absence de bactéries productrices de butyrate, il 

existe une faible expression de ces enzymes. Au total, nous pouvons supposer que les 

Firmicutes et autres bactéries productrices de butyrate (comme Faecalibacterium prausnitzii) 

vont favoriser le métabolisme intestinal du butyrate, limitant son passage systémique. Dans ce 

contexte, l‟étude enzymatique du métabolisme du butyrate en fonction de la composition du 

microbiote reste à approfondir pour valider nos hypothèses. Jouer sur le métabolisme des 

métabolites au niveau colique peut être une perspective thérapeutique pour augmenter 
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l‟efficacité des immunothérapies. Ainsi, ce travail permet d‟ouvrir des perspectives sur le lien 

manquant entre microbiote intestinal et réponse immunitaire anti-tumoral à distance (Figure 

17). En revanche, un travail plus approfondi sur les métabolites de la flore et la survenue de 

colite sous ipilimumab reste à débuter. Nous pourrions imaginer d‟analyser plus précisément 

la flore commensale associée aux muqueuses ainsi qu‟une étude métabolomique au niveau du 

tissu digestif pour rechercher une éventuelle implication locale de ces métabolites sur le 

développement de colite. Cet axe d‟étude reste difficile à mettre en œuvre pour des raisons 

éthiques chez l‟Homme et par l‟absence de modèle préclinique adapté d‟un point de vue 

immunologique. Les études sur des cultures 3D ou sur organoïdes restent une alternative à 

prendre en considération. 
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CONCLUSION GENERALE 

A travers ces travaux, nous validons chez l‟Homme l‟existence d‟un lien entre la composition 

du microbiote intestinal et l‟efficacité anti-tumorale de l‟ipilimumab ainsi que le 

développement de la colite induite. La présence d‟une flore fécale enrichie en bactéries du 

phylum des Firmicutes est associée à un statut immunologique périphérique spécifique en 

pré-thérapeutique et dont l‟activation lymphocytaire par l‟anti-CTLA-4 semble plus efficace. 

D‟un point de vue immunologique, il semble exister quelques différences sont observées entre 

les patients répondeurs et ceux développant la colite. Ces données suggèrent des mécanismes 

d‟induction et/ou d‟entretien distincts impliqués dans l‟efficacité ou la toxicité colique à 

l‟ipilimumab.  

L‟étude du butyrate, principal métabolite produit par les Firmicutes, a permis d‟établir le lien 

entre la composition du microbiote intestinale et la réponse anti-tumorale de l‟anti-CTLA-4 

qui se fait à distance du tube digestif. L‟effet anti-inflammatoire du butyrate via l‟inhibition 

de la maturation des cellules dendritiques entraine un défaut de l‟activation lymphocytaire 

dépendante de l‟axe CD28/B7 nécessaire à l‟efficacité de l‟anti-CTLA-4.  

Ce travail ouvre des perspectives sur les mécanismes expliquant l‟influence du microbiote sur 

les réponses aux inhibiteurs d‟immune-checkpoint. A l‟ère des combinaisons thérapeutiques, 

beaucoup de scientifiques étudient la modulation de la composition de la flore intestinale par 

des probiotiques, des antibiotiques, voire la transplantation fécale pour renforcer l‟efficacité 

thérapeutique. Il est maintenant nécessaire d‟étudier d‟autres métabolites de la flore pouvant 

avoir des activités immunomodulatrices et ainsi modifier l‟action des immunothérapies. Enfin 

les derniers résultats d‟essais thérapeutiques montrent une synergie forte entre anti-CTLA-4 et 

anti-PD1/PD-L1 chez les patients atteints d‟un mélanome métastatique. Des études récentes 

chez la souris montrent que l‟engagement de CD28 reste crucial pour reverser l‟épuisement 

lymphocytaire sous anti-PD-1 (347,348). Ainsi ce travail montrant le lien entre butyrate 

sérique et restoration de l‟axe CD28/B7 pourrait aussi avoir un intérêt dans la prédiction de 
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l‟efficacité de la combinaison thérapeutique anti-CTLA-4/anti-PD-1 chez les patients. 

Renforcer l‟axe CD28/molécules B7 chez les patients ne semblant pas répondre précocement 

à l‟anti-CTLA-4, permettrait d‟améliorer le taux de réponse thérapeutique. 
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Figure 18: Butyrate et efficacité anti-tumorale de l’anti-CTLA-4 

A. Une faible abondance en Faecalibacterium prausnitzii entraine une faible production de 
butyrate. Le métabolisme du butyrate est diminué, augmentant le passage systémique. Le butyrate 
au niveau des ganglions drainants la tumeur et sous l‟influence de l‟anti-CTLA-4, ne permet pas 
de surexpression du CD80 et CD86. L‟activation lymphocytaire reste faible avec pour 
conséquences l‟absence d‟induction de l‟IL-2, d‟ICOS et de LT CD4+ mémoires.  
B. Une grande abondance en Faecalibacterium prausnitzii entraine une forte production de 
butyrate. Le métabolisme du butyrate est augmenté, diminuant le passage systémique. En 
l‟absence de butyrate au niveau des ganglions drainants la tumeur, l‟anti-CTLA-4 entraine la 
surexpression du CD80 et CD86. L‟activation lymphocytaire est majeure avec l‟induction de l‟IL-
2, d‟ICOS et de LT CD4+ mémoires.  
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RESUME 

TITRE : Immunomodulation par les anticorps monoclonaux thérapeutiques bloquant CTLA-
4 : rôle de la flore intestinale et de ses métabolites 
Au cours des dernières années, l‟immunothérapie a révolutionné le paysage en oncologie.  L‟anti-CTLA-4 a 
montré son efficacité sur la survie globale des patients atteints de mélanome métastatique. Cependant, ce 
traitement présente des limites à son utilisation telles que l'efficacité clinique obtenu chez seulement 20% des 
patients et la survenue fréquente de colites pouvant être sévères. La recherche de biomarqueurs prédictifs de 
réponse clinique et/ou  de développement de toxicité devient maintenant un enjeu majeur pour sélectionner les 
patients pouvant avoir un bénéfice à l‟utilisation de ces traitements. En partant de l‟observation que les colites 
induites par l‟anti-CTLA-4 présentent des similitudes avec les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, 
nous avons émis l‟hypothèse de l‟existence d‟un microbiote intestinal associé à une dysrégulation du système 
immunitaire pouvant prédire la réponse clinique et/ou la survenue d‟une colite induite par l‟anti-CTLA-4.  
Nous avons montré dans une cohorte de patients atteints de mélanome métastatique et traités par ipilimumab, 
qu'un microbiote intestinal enrichi en Faecalibacterium et autres Firmicutes est associé à une meilleure survie 
globale et sans progression ainsi qu'un risque accru de développer une colite. Les patients avec une flore enrichie 
en Firmicutes présentent également après traitement par ipilimumab, une activation lymphocytaire plus efficace. 
Par la suite, nous nous sommes intéressés aux métabolites issus du microbiote fécal et leur implication dans la 
réponse à l'anti-CTLA-4. Le butyrate est le principal métabolite produit par les Firmicutes. Nous avons observé 
chez la souris, une inhibition de l'efficacité anti-tumorale de l'anti-CTLA-4 lorsqu'elles étaient supplémentées en 
butyrate. In vivo, nous avons montré que le butyrate inhibe la surexpression sur les cellules dendritiques, des 
molécules CD80 et CD86 (molécules B7) induite par l'anti-CTLA-4. Cette immaturité des cellules dendritiques 
entraine un défaut d'activation des lymphocytes T spécifiques d'antigènes dépendant de l'axe CD28/B7 réduisant 
ainsi l'efficacité anti-tumorale. Chez l'Homme, nous avons valider cette hypothèse en montrant qu'une 
concentration sérique élevée en butyrate est associée à une diminution de la survie globale et sans progression 
comparativement aux patients avec un faible niveau de butyrate sérique. 
Ces travaux mettent en évidence le lien entre la composition du microbiote et les réponses immunologiques au 
blocage du CTLA-4. Ils apportent une explication sur un lien indirect via le butyrate entre la composition du 
microbiote intestinal et la réponse anti-tumorale aux immunothérapies.  
Mots clés: colite,CTLA-4,immunothérapie,cancer,Microbiote intestinal, Butyrate 

 

TITLE : Immunomodulation with CTLA-4 blockade monoclonal antibodies: role of gut 
microbiota and its metabolites. 
In the last years, immunotherapy has revolutionized the landscape in oncology. The efficacy of anti-CTLA-4 has 
been demonstrated by improving overall survival of patients with metastatic melanoma. However, this treatment 
has limitations to its use such as the clinical efficacy obtained in only 20% of patients and the high incidence of 
severe colitis. Predictive biomarkers of clinical response and / or toxicity development are mandatory for a better 
selection of patients who will benefit from this treatment. Based on the observation that anti-CTLA-4-induced 
colitis has similarities with inflammatory bowel disease, we hypothesized that the gut microbiota associated with 
dysregulation of the immune system may predict the clinical response and / or occurrence of anti-CTLA-4-
induced colitis. 
In a cohort of patients with metastatic melanoma treated with ipilimumab, we have shown that a gut microbiota 
enriched with Faecalibacterium and other Firmicutes is associated with a better of overall and progression-free 
survival as well as an increased risk of developing colitis. Firmicutes-driven microbiota is also associated with  
an improvement in lymphocyte T activation after ipilimumab treatment. Subsequently, we were interested in 
microbial metabolites and their involvement in the clinical response to anti-CTLA-4. Butyrate is the main 
metabolite produced by the Firmicutes. In mice, we observed an inhibition of anti-tumor effect of anti-CTLA-4 
in butyrate-supplemented mice. In vivo, we have shown that butyrate inhibits the overexpression on dendritic 
cells, of CD80 and CD86 molecules (B7molecules) induced by anti-CTLA-4. This immaturity of the dendritic 
cells leads to a poor signaling of CD28 / B7 axis and activation of antigen-specific T-cells, thereby reducing anti-
tumor efficacy. In humans, we validated this hypothesis by showing that a high serum concentration of butyrate 
is associated with decreased overall and progression-free survival compared to patients with low serum butyrate 
levels. 
This studie highlights the link between the composition of gut microbiota and the immunological responses to 
CTLA-4 blockade. They provide an explanation of an indirect link via butyrate, between the composition of the 
gut microbiota and the anti-tumor response to immunotherapies. 
Key word: colitis, CTLA-4, immunotherapy, gut microbiota, butyrate 

 


