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ABSTRACT

L'approche holistique du systéme immunitaire humain repose sur I’analyse de ses composants
déterminant collectivement une réponse a un stimulus immunogene. L'étude de la réponse
immunitaire induite ex vivo est basée sur la reproduction d'une condition pour mesurer une
altération immunitaire fonctionnelle. Les domaines d’application de ces tests de fonctionnalité
immunitaire sont vastes et croissants, allant du diagnostic des déficits immunitaires primaires ou
secondaires, a l'immunothérapie dans le cancer, a la gestion du risque infectieux dont
I'immunoprophylaxie vaccinale. Ces tests sont des outils de monitoring immunitaire contribuant a
une évolution des pratiques vers une médecine de précision et personnalisée.

Le but de cette revue est de présenter les tests immunitaires fonctionnels disponibles dans le
contexte des déficitsimmunitaires secondaires non-VIH. Leursintéréts seront d’abord expliqués dans
le contexte du risque infectieux (notamment des réactivations virales), puis dans le domaine de la

vaccination et de la gestion des thérapies immunosuppressives.

ABSTRACT

The holistic approach of the human immune system is based on the study of its components
collectively driving a functional response to an immunogenic stimulus. To appreciate a specific
immune dysfunction, a condition is mimicked ex vivo and the immune response induced is assessed.
The application field of such assays are broad and expanding, from the diagnosis of primary and
secondary immunodeficiencies, immunotherapy for cancerto the management of patients at-risk for
infections and vaccination. These assays are immune monitoring tools that may contribute to a
personalized and precision medicine.

The purpose of this review is to describe immune functional assays available in the setting of non-HIV
acquired immune deficiency. First, we will address the use of theses assays in the diagnosis of
opportunistic infections such as viral reactivation. Secondly, we will report the usefulness of these

assays to assess vaccine efficacy and to manage immunosuppressive therapies.
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INTRODUCTION

Le systéme immunitaire est un systéeme complexe, organisé en réseaux interconnectés capable de
déployer des stratégies d’adaptation, de compensation et de redondance fonctionnelle pour
maintenir un état d’homéostasie [1]. Son role principal est |la défense de |’organisme contre des
agressions internes ou externes. Ainsi, une ou des cascade(s) d’événement(s) générant un
déséquilibre durable du systéme peut aboutir a une pathologie aigué ou chronique déterminée par
un excesou une insuffisance de réponse immunitaire (susceptibilité aux infections, inflammation,
auto-immunité, allergie, oncogenése) [2,3].

Le systéme immunitaire comprend une multitude de composants cellulaires et moléculaires répartis
dans tout I'organisme et rapidement mobilisables. La connaissance des mécanismes régissant son
fonctionnement a considérablement progressé en peu de temps, favorisée par des avancées
majeurestelles que lavaccination, les techniques de transplantations, jusqu’aux immunothérapies
actuelles en plein essor [3]. Outre sa composition, la complexité de ce systéme tient aussi a la
succession de phénomenes dynamiques. Ainsi, les tests disponibles en routine comme le compte
cellulaire, la mesure de marqueurs solubles ou de surface (cytokines, anticorps ou systéme du
complément) etl’analyse du phénotype cellulaireen cytométriede flux ont leurs limites et peuvent
méconnaitre des altérations fonctionnelles. Contrairement a ces marqueurs traditionnels explorant
des déficits quantitatifs ou phénotypiques, les tests évaluant la réponse immunitaire induite apres
stimulation ont pour but de mimer une condition in vivo permettant d’appréhender une altération
immunitaire fonctionnelle [4]. Ces tests que nous appellerons IFAs, acronyme anglophone de
« Immune Functional Assays », sont connus depuis longtemps, en I’occurrence lors des premiers
essais antivarioliques. Depuis, ils sont accessibles en routine dans le cadre nosologique de I'infection
tuberculeuse latente (i.e. intradermoréaction a la tuberculine ou test de production d’interféron
[IFN]-y) etle diagnostic des déficits immunitaires primitifs [5]. Actuellement, ils font partis du panel
ou « immunomonitoring » des patients atteints de déficitimmunitaire, pour des prises en charge
liéesalavaccinologie, I'infectiologie, latransplantation d’organes solides (TOS) et de cellules souches
hématopoiétiques (CSH), I'allergologie, la cancérologie et les immunothérapies plus récentes [6].

L'enjeu actuel est le positionnement des IFAs dans le concept plus large « d’'immunologie des
systemes ». Ce concept résulte de la rapidité des avancées technologiques a partir d’un échantillon
sanguin etla capacité a générereta analyser une somme trés importante de données a une échelle
individuelle. Cela permet de développer une approche translationnelle, connectant la pratique
médicale cliniqueaux avancées fondamentales et technologiques (« from bench to bedside ») [1,7].
Dans une optique de médecine personnalisée, son but est la stratification des patients et la

modélisation de biomarqueurs accessibles et reproductibles [1]. La possibilité de « cartographier »



un statut immunitaire est une avancée majeure en immunologie clinique, car I'application des
connaissances développées a partir des modeles expérimentaux mammiferes (le plus souvent
murins) s’est avérée souvent limitée [4].

L'objetde cette revue est de décrire les applications des IFAs dans I'immunomonitoring des déficits
immunitaires acquis, notamment au sein de populations dontle nombre et la diversité croissent, tels

gue les receveurs de TOS ou de CSH (hors infection parle VIH).

. IFAs et risques infectieux

Le développement des IFAs est particulierement adapté au domaine de l'infectiologie car ils
permettent de quantifierlaréponse immunitaire contre un microorganisme grace a une stimulation
ex vivo d’un agent immunogene précis. Actuellement, les IFAs sont utilisés comme marqueurs
biologiques pour I’évaluation du risque infectieux lié a une pathologie affectant le systeme
immunitaire ou lié a une immunodépression induite par des thérapies. Ils permettent également
d’évaluer l'efficacité vaccinale notamment lorsque la réponse vaccinale est impactée en cas
d’'immunosénescence et dimmunodépression secondaire.

Citons d’abord leur développement dans la prise en charge de l'infection a Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). La réponse immunitaire cellulairejoue unréle pivot dans le contréle de I'infection
via la production d’interféron-gamma (IFN-y). La détection de I'infection tuberculeuse latente est
I’élément majeur du dispositif préemptif visanta diminuerle risque de tuberculose maladie. Dans ce
cas, la mise en culture d’un échantillon par les techniques classiques de microbiologie pour
I’identification du Mtb estvouée al’échec. Outre laclassique intradermoréaction décrite par Koch et
al. en 1890 qui mesure laréponse d’hypersensibilité retardée dépendante des lymphocytes T in vivo
aprés exposition intradermique a la protéine ubiquitaire mycobactérienne tuberculine. Les tests
récents cherchent a améliorer les performances diagnostiques ex vivo. Il s’agit de tests appelés
Interferon-Gamma Release Assays (IGRAs) détectant I'I[FN-y sécrété aprés stimulation du sang total
par des antigenes spécifiques de Mtb [5]. La détection de production d’IFN-y quantifiée en
comparaison aux contréles simultanés négatif et positif indique la présence dans I’échantillon de
sang total de lymphocytes T réactifs a la présentation spécifique de I’antigene Mtb. Cette réponse
indique unsignal mémorielsans discrimination temporelle de la primo-infection ni valeur prédictive
positive du développement ultérieur d’une tuberculose maladie. En conséquence, les IGRAs ne
permettent pasladistinction entreune infection tuberculeuse latente et une tuberculose maladie.
confirmé ; (2) lors de I’embauche des professionnels arisque d’exposition, dont les professionnels de
santé; (3) pourl’aide a I’orientation diagnostique des formes extra-pulmonaires de la tuberculose-

maladie ; (4) avantla mise enroute d’untraitement paranti-TNFa (tumor necrosis factor-alpha) ; (5)



chez le patient infecté par le VIH ; (6) chez les enfants migrants de moins de 15 ans [8]. Deux IGRA
commerciaux sont disponibles en France : le QuantiFERON-TB Gold in Tube® et le -SPOT-TB®. Le
premier quantifie la production ex vivo d’IFN-y aprés stimulation de sang total par les protéines
spécifiques du Mtb (ESAT-6, CFP10 et TB7.7) grace a la technique ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Le deuxiéme test repose sur |’utilisation de la technique ELISpot (Enzyme-
Linked ImmmunoSorbent spot). Il s’agit d'une stimulation par des protéines spécifiques du Mtb
(ESAT-6et CFP10) d’'un nombre défini de cellules mononuclées du sang périphériques préalablement
purifiées, le nombre de spots mesurérévélent la quantité d’IFN-ysécrétée al’échelle cellulaire ce qui
suggere une meilleure sensibilité de ce test. Ainsi le SPOT-TB® est préférablement utilisé en routine
chezles patientsimmunodéprimés ou avantla mise enroute d’untraitement par anti-TNFa. Méme si
la sensibilité des IGRA est supérieure a celle de I'IDR dans ces contextes, le manque de données
comparant ces deux IGRA suggere de combiner leur résultat en cas d’incertitude [9,10].
Des travaux en cours testentle principe de I'IGRA en réponse a une adhésine de membrane de Mtb
nommée HBHA (Heparin Binding Haemagglutinin Adhesin), ligand immunogéne puissant des
lymphocytes T (en particulierdes lymphocytes TCD4" disposant d’une fonction cytotoxique) associés
a l'immunisation contre lamaladie [11]. Les premiers résultats cliniques suggérent que I'lGRA HBHA
serait un test immunologique diagnostique de tuberculose maladie et possiblement pronostique
dans lamesure ol une forte réactivité ala protéine HBHA serait associé e aun contréle de la maladie
[12].

A. IFAs et réactivations virales chez le patientimmunodéprimé
Le domaine d’application de I'lGRA concerne aussi les virus, notamment dans le contexte de TOS ou
de transplantation de CSH. Dans le contexte de 1aTOS, la prise d’'immunosuppresseurs antirejet a vie
est responsable d’une dysimmunité cellulaire, parfois aggravée par des facteurs en lien avec la
maladie sous-jacente ou des comorbidités associées. Dans le contexte de transplantation de CSH, les
traitements immunosuppresseurs sont en théorie stoppés dans des délais variables selon le type
d’hémopathie sous-jacente et les modalités de transplantation. Néanmoins, aprés une
transplantation allogénique de CSH, la présence d’une maladie du greffon contre I’h6te peut
nécessiter le maintien d’un traitement immunosuppresseur. Dans ces circonstances, la latence de
certains pathogénes endogenes opportunistes ne peut étre maintenue en |’état par une immunité
cellulaire sous-optimale, avec des conséquences sur le pronostic de la greffe et la survie des
receveurs [13,14].
Les principaux virus concernés appartiennent a la famille des Herpesviridae, comme le
cytomégalovirus (CMV), le virus d’Epstein-Barr (EBV) et le virus de la varicelle-zona (VZV), herpes

virus humain 6 (HHV-6). La plupart des réactivations virales sont accessibles a des stratégies



thérapeutiques prophylactiques et préemptives guidées par le suivi des charges virales sanguines
mesurées par polymerase chain reaction (PCR). Comme déja évoqué, la problématique est de
disposer d’outils de mesure du seuil immunitaire permettant de prédire le risque de réactivati on

virale et d’adapter le traitement prophylactique.

1 IFAs et Cymétomégalovirus
Les principales études concernent la détection de réactivation du CMV dont la prévalence atteint
37% aprestransplantation allogénique de CSH et 30% apres TOS [15]. L'infection de I’h6te parle CMV
estresponsable d’uneaugmentation de lamorbi-mortalité enlien avecdes effets pathogenes direct
(maladie a CMV) et indirect en affectant le greffon via une immunomodulation [13].
Le principe de ces tests repose sur la mesure ex vivo de I'immunité cellulaire spécifique anti-CMV
apres stimulation pardesantigenes duvirus [16,17]. En dehors de protocolesindividuels utilisés dans
les laboratoires, il existe deux principaux tests validés par le Consensus International du CMV et
possédantle certificat de Conformité Européenne pour le monitoring de I'immunité cellulaire anti-
CMV dans les TOS [16-18].
Le premiertestappelé QuantiFERON-CMV® (QF-CMV, Cellestis, QIAGEN, Melbourne, Australia), est le
plus fréquemment utilisé et le plus simple. Il repose sur la quantification d’IFN-y produit par les
lymphocytes TCD8" aprés stimulation de sang total ex vivo par un ensembled’épitopes de protéines
immunogénes du CMV (incluantla gB, I'lE-1, la pp65 et la pp50, qui sont spécifiques des molécules
HLA de classe |) préalablement coatés dans un tube de prélévement standardisé puis quantifiés par
un test ELISA. Ce test a été évalué dans différentes problématiquesliées a la réactivation CMV apres
TOS comme: (1) la stratification du risque de réactivation en fonction du test réalisé en pré -greffe
chezlesreceveurs CMV-séropositives (R+) ; (2) la prédiction d’'une occurrence tardive apres arrét de
la prophylaxie en cas de donneur CMV-séropositif et receveur CMV-séronégatif (D+/R-) ; (3) la mise
en évidence d’une protection immunitaire cellulaire spécifique efficace en lien avec des virémies
CMV asymptomatiques chezles receveurs D+/R+; (4) laprédiction de récidivede maladie ou virémie
a CMV chez lesreceveurs R+recevant un traitement préemptif ou une prophylaxie secondaire [19-
22]. Ces études montrent I'intérét de réaliser I'immunomonitoring anti-CMV pour guider la
prophylaxie antivirale de maniére personnalisée [22].
Le deuxieme testnommé T-Track CMV® (Lophius Biosciences GmbH, Regensburg, Germany) repose
sur un test ELISpot. Il a montré unintérét similaire, voire supérieura celui du QF-CMV® en termes de
prédiction durisque de réactivation CMV dans la greffe rénale [23-25]. L'inconvénient de ce test est
lié a sa technique qui entraine un colit et un temps de manipulation élevé ainsi que I’absence de seulil

de significativité universel.



Les deux tests cités ci-dessus appliqués a une cohorte de 94 receveurs de transplantation allogénique
de CSH ont montré une association significative entre une faible production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD8" et le risque de réactivation et de maladie 8 CMV avec des valeurs prédictives
positive et négative élevées (83 et 98% respectivement) [26]. Les auteurs soulignent les avantages
techniques pourdes résultats similaires en faveur du QF -CMV®. Le QF-CMV® a également été évalué
dans plusieurs cohortes pédiatriques d’allogreffes de CSH montrant son intérét dans
I'immunomonitoring de la réactivation CMV et sa récurrence [27].

Face a ces tests, la mesure de la prolifération lymphocytaire T en réponse a un antigéne de rappel
comme le CMV estlargement utilisé e dans le contexte de protocole de laboratoire individuel [4,28].
Mais la reproductibilité inter laboratoire de ces tests n’est pas connue du fait d’'un manque de
standardisation et leur utilisation est plus complexe que celle des IGRA. Le principe de ce test est
d’évaluer ex vivo la capacité de réponse des lymphocytes T en réponse a une stimulation non
spécifique pardes mitogenes ou antigénes (viral ou bactérien...) induisant la division cellulaire. Des
marqueurs de division cellulaire sont utilisés pour mesurer la capacité de prolifération évaluée en
cytométrie de flux. L'alternative au marqueur radioactif de la thymidine tritiée est I'utilisation de
I’ester carboxyfluoroscéine succinimidylique (CFSE) ou le laser violet colorants excitables (CelTrace
Violet: CTV). Plusrécemment, le 5-ethynil-2’-desoxyuridine (EdU) vient remplacer I’utilisation du 5-
bromo-2’'-désoxyuridine (BrdU) car il permet d’éviter la dénaturation de I’ADN permettent une
meilleure reproductibilité et d’améliorer la complexité des protocoles [29].

2. IFAs et autres réactivations virales de I'immunodéprimé (EBV, BK
polyomavirus, VZV)

Par analogie, les IGRA ont été étudiées pourd’autres réactivations virales dans le contexte de TOS ou
transplantation de CSH, comme la réactivation EBV et BK polyomavirus (BKPyV). Apres la greffe, la
réactivation EBV peutinduire une lymphoprolifération maligne (répondantal’acronyme anglophone
de PTLD, post-transplant lymphoproliferative disease) dans moins de 2% des cas et peut atteindre
20% dasnles cas de forte immunosuppression, ce qui améne a proposer des stratégies de thérapie
préemptive via I’administration de I’anticorps monoclonal chimérique spécifique des lymphocytes B
anti-CD20" [30]. En dépit du fait que le site de latence a vie de I’EBV soit les lymphocytes B, il est
démontré que le contréle de la réactivation a EBV est sous le contréle des lymphocytes T
cytotoxiques [31]. En cohérence, des travaux ont démontré la possibilité de mesurer la réponse
immunitaire cellulaire T EBV-spécifique mais I’application en pratique clinique reste pour I'instant
limitée [17]. Parexemple, latechnique d’ELISpot en réponse ades peptides d’EBV (EBNA) combinée a
la charge virale EBV permet de guider la prophylaxie anti-infectieuse aprés TOS et greffe de CSH

[32,33]. Quant au BKPyV, responsable de néphropathie etrejetapres greffe rénale, les résultats des



études préliminaires basées sur la technique ELISpot (aprés stimulation par des particules
antigéniques du BKPyV) étaient en faveurd’une élimination duvirus en cas de sécrétion d’IFN-y plus
élevée. Cesrésultats soulignent I’utilité de ces tests pour guiderlagestion des immunosuppresseurs
apres TOS et diminuer le risque de rejet de greffon [34].

Dans la greffe de CSH, I'intérét d’un immumonitoring de I'immunité cellulaire T anti-VZV a été
démontré mais il n’existe pas en routine de kit commercial standardisé. Apres la greffe de CSH, le
déclin immunitaire expose a des complications de la réactivation a VZV, de la névralgie post-
zostérienne au zona viscéral disséminé mettant en jeu le pronostic vital. Ex vivo, des tests de
prolifération lymphocytaire aprés stimulation de cellules mononucléés du sang périphérique parle
VZV ont montré un intérét dans la détection d’une restauration de I'immunité cellulaire anti-VZV
[35]. Les IGRA (via ELISA ou ELISpot) ont eux aussi trouvé leur place dans la détection de I'immunité
cellulaireanti-VZV avecune sensibilité similaire et une meilleure faisabilité par rapport aux tests de
prolifération lymphocytaires. Ces travaux augurent d’une application potentielle en routine pour
guiderladurée de la prophylaxie anti-VZV et évaluer I’ efficacité de candidats vaccins anti-VZV apres

greffe de CSH [28,36].

B. IFAs et risques infectieux non spécifiques de I'immunodéprimé

De fagcon similaire, un IGRA appelé QuantiFERON Monitor® (QFM, QIAGEN) est utilisé comme
biomarqueur prédictif du risque infectieux dans des cohortes d'immunodéprimés. Il repose sur
I’évaluation ex vivo de I'immunité non spécifique parla mesure en méthode ELISA de I'IFN-y sécrété
dans le surnageant de culture cellulaire. Lastimulation de I’échantillon de sang total est obtenue par
des microsphéres agrégeant un ligand anti-CD3 induisant une stimulation lymphocytaire T et le
ligand R848 induisant une stimulationinnée via le Toll-like receptor (TLR)-7 et le TLR-8 identifiant des
particules virales. Mian et al. a appliqué ce test chez 137 patients greffés d’organe solide (greffe
d’origine rénale, hépatique et pulmonaire) alors qu’étaient colligés les épisodes d’infections
bactériennes, virales et fongiques [37]. Le résultat principal associait de facon significative le risque
de développer une infection (> 1 épisode) a une faible production d’IFN-y jusqu’a 6 mois aprés la
greffe. Pour une mesure d’IFN-y <10 UI/mL, le risque infectieux était multiplié par 2 ou 3, selon le
délai apres la greffe. De la méme maniere, chez 44 patients cirrhotiques non greffés et 64 patients
greffés cardiaque, il existait un sur-risqueinfectieuxsignificatif (toute infection confondue) en cas de
détection plus faible d’IFN-y aprés stimulation [38,39].

Un autre IFA a montré une corrélation entre le risque infectieux et lamesure de I'immunité cellulaire.
Ce test, commercialisé sous le nom d’ImmunoKnow assay® (Cylex, Inc.), a été approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) dans le cadre de la transplantation requérant I’utilisation

d’immunosuppresseurs majorant le risque infectieux et impactant le pronostic et la survie. Son



principe estd’évaluer la réponse des lymphocytes T CD4" en réponse a un stimulant lymphocytaire
non spécifique appelé mitogéne (phytohémagglutinine) via la mesure de I’ATP produit. LATP est la
principale source d’énergie cellulaireet estlibérée dansles premiéres heures suivant|’activation des
lymphocytes T permettant une évaluation rapide de la fonctionnalité cellulaire. Brievement, la
technique consisteastimulerdu sang total pendant 15 a 18 heures avec de la phytohémagglutinine
puis de sélectionner les lymphocytes CD4" et de mesurer I’ATP intracellulaire produit aprés lyse
cellulaire par une technique de bioluminescence (luciférase). Dans une méta-analyse de 504
receveurs de TOS, une réponse diminuéeau testImmunknow® (<25 ng/mL) était associé a un risque
infectieux 12 fois plus élevé [40]. Utilisé en immunomonitoring chez 175 greffés pulmonaire, il a
permis d’identifier un sous-groupe de receveurs a haut risque infectieux (odds radio 2,81) et un sous-
groupe de receveurs colonisés fongiques arisque de développerune infection fongique invasive [41].
Ce test est donc positionné actuellement comme une aide a la gestion du niveau
d’'immunosuppression aprés la greffe.

Les IFAs sont performants dans lamesure fonctionnellede I'immunité cellulaire. Cependant, I’étude
de l'immunitéinnéeapres stimulation ex vivo peut également étre informative etl’étude de Vallin et
al. enfaitla démonstration. Cette étude montre que chez 45 cas de greffe rénale, une diminution de
la synthése du TNF-a par les monocytes (CD14°CD16") en réponse a un peptide de I’EBV était

associée a plus de complications infectieuses apres la transplantation [42] .

1. Evaluation de la réponse vaccinale chez les patients immunodéprimés

Les IFAs représentent également le moyen d’évaluer la réponse vaccinale chez le patient
immunodéprimé ou dans le contexte d’'immunosénescence. Ces deux catégories incluent des
patients de compétence immunitaire tres variable. C'est pourquoi, malgré des recommandations
vaccinales spécifiques achaque groupe, il est nécessaire danslesannées a venird’affiner les facteurs
associés a I’échec vaccinal, a une moindre réponse vaccinale ainsi que la durabilité de la réponse
vaccinale [43]. Historiquement, le marqueur de réponse vaccinale est la sérologie mais elle ne
permet pas d’évaluer la mémoire a long terme et le titre d’anticorps peut étre mésestimé parla
supplémentation en dérivés de produits sanguins comme les perfusions d’immunoglobulines
polyvalentes ou spécifiques. Le principe des IFAs dans ce domaine reposesur I’utilisation d’antigene
de rappel appartenant a la souche vaccinale mis en contact avec tout ou partie des effecteurs
cellulaires immunitaires. L'évaluation de la réponse immunitaire fonctionnelle en réponse a
I’antigéne vaccinal dépend de lanature duvaccin. Lesantigénes de type protéique (vaccins vivants,
inactivés, toxoides ou des sous-unités du virus de I’"hépatite B, coqueluche et grippe) induisent une
réponse cellulaire Bdépendantedeslymphocytes Tgrace a une coopération active des lymphocytes

T-helper (CD4") produisant des anticorps de forte affinité et une mémoire vaccinale prolongée.



Inversement, les antigénes de type polysaccharidiques ou glyco-conjugués (pneumocoque,
méningocoque et Haemophilus influenzae) engendrent une réponse lymphocytaire BT-indépendante
avecune production d’anticorps spécifiques rapide mais transitoire, de faible affinité et n’induisant
peu ou pas de mémoire immunitaire [44].

A. IFAs et réponse vaccinale T-dépendante
Pourévaluerlaréponse vaccinale cellulaire T-dépendante, les principaux IFAs utilisés sont le test de
prolifération lymphocytaire Tetla détection de cytokines de type Thl (principalement I'IFN-y) aprés
stimulation parl’antigéne de rappel ex vivo. L'intérét de ces tests est donc de mesurer I’efficacité de
la réponse vaccinale non humoraleen cas d’'immunosuppression. En effet, I’activité lymphocytaire T
aun roledirectdansla clairance virale d’un virus tel que la grippe, via la libération de cytokines par
les lymphocytes T cytotoxiques (CD8"), I’activation Fas-FasL liée au programme de mort cellulaire et
la potentialisation de I’effet cytotoxique cellulaire et de I'immunité humorale par les lymphocytes T-
helper (CD4") [45].
IIs’agitdonc d’utiliser des tests similaires a ceux cités précédemment : mesure de cytokines par test
ELISA ou ELISpot [4]. La technique ELISpot estlaplus utilisée en laboratoire de recherche, elle permet
de quantifieravecune grande sensibilité le nombre de cellules sécrétrices d’IFN -y (cellules mémoires
et effectrices T) aprés leur stimulation avec un antigéne viral. Des données sont néanmoins
disponibles sur la protection vaccinale antigrippale chez des personnes agées [46]. Dans une autre
étude d’Avetisyan et al., la réponse a un antigéne grippal a été mesurée chez des patients
transplantés de CSHen comparaison a desvolontaires sains par un test ELISpot effectué 4 semaines
post-vaccination. La réponse IFN-y générées par les lymphocytes T CD8" était significativement
augmentée dans les 2 groupes, tandis que le taux d’anticorps au seuil de protection contre le
sérotype HIN1 de la grippe n’était observé que chez 29% des receveurs de transplantation [47].
Quant aux tests de prolifération lymphocytaire, les protocoles utilisent de maniére similaire un
antigéne de rappel vaccinal (diphtérie, ténanos...). Aprés purification, les cellules mononuclées du
sang périphérique sont stimulées in vitro par I’antigéne de rappel pendant plusieurs jours. C'est la
division cellulaire qui est mesurée apres I'application d’un marqueur en cytométrie de flux. Une
différentielle de prolifération cellulaire avant et apres vaccination permet d’appréhender la réponse
vaccinale. Des protocoles sontlargement utilisés en routine al’échelle localeet en recherche dans le

cadre des déficits immunitaires cellulaires, apres greffe de CSH ou TOS.
B. IFAs et réponse vaccinale T-indépendante
Pour évaluer la réponse cellulaire B T-indépendante, il existe des tests ELISpot B mais ils sont peu

utilisés du fait de difficultés techniques liées a la faible fréquence des lymphocytes B spécifiques.

L'autre test permettant d’observer I'efficacité de ce type de vaccin est I’évaluation de la capacité
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d’opsonophagocytation des anticorps spécifiques de I’antigene polysaccharidique. Il a été décrit en
1997 par Romero-Steineretal. pour mesurer la fonctionnalité des anticorps anti-pneumococciques
[48]. Il est utilisé comme corrélat de protection par mesure in vitro des capacités fonctionnelles des
anticorps produits grace a la vaccination. C'est un outil de sélection de vaccin pertinent parla mesure
des anticorps vaccinaux induits capables d’activer la voie du complément et par conséquent la
destruction du pathogéne par opsonophagocytation [49]. Par exemple pour le vaccin anti-
pneumococcique, il permet d’évaluer I'immunogénicité de chaque polysaccharide présent dans la
préparation vaccinale permettant d’optimiser I'immunogénicité vaccinale [50]. Nived et al. a mesuré
la réponse vaccinale anti-pneumococcique au vaccin conjugué 13-valent du pneumocoque par la
technique d’opsonophagocytation chez 49 patients atteints de vascularite systémique traités par
immunosuppresseur et/ou corticoides [51]. La réponse vaccinale était diminuée significativement
chez les patients traités par Cyclophospamide, Azathioprine ou Méthotrexate versus les patients
recevant seulement des corticoides. Cela souligne l'importance d’administrer les vaccins
polysaccharidiques aux patients atteins de maladie systémique préalablement a I'introduction des

immunosuppresseurs.

C. Utilisation enroutine des IFAs et perspectives

En raisonde leurcomplexité, du coit et du tempstechnique requis, les IFAs ne peuvent étre qu’une
alternative de deuxieéme ligne aux tests immunitaires conventionnels de routine. Néanmoins, en
s’appuyantsurles résultats cités ci-dessus, nous soulignons que I’'lFA ne peut étre substituée par un
marqueur traditionnel.

Dans la pratique clinique, certains centres élaborent des protocoles utilisant ces tests en routine
notamment pour évaluerlaréponse au calendrier vaccinale post-transplantation de CSH ou dans le
cadre des déficitsimmunitaires primitifs. Dans ces cas, I’enjeu estdouble. D’'une partil est nécessaire
d’évaluerlacapacité fonctionnelle du systé me immunitaire arépondre a une stimulation antigénique
permettant de valider le bon timing vaccinal ; d’autre part il est nécessaire de vérifier le niveau de
protection vaccinale. C'est ce que propose le Centre de Référence des Déficits Immunitaires
Héréditaires (CEREDIH) chez des enfants receveur de greffe allogénique de CSH dans la cadre d’un
déficit immunitaire primitif. De la méme maniére, le Haut Conseil de Santé Publique (HCSP)
recommande de réaliser un test de prolifération lymphocytaire en réponse a une stimulation non
spécifique (mitogéne) ex vivo avant l'injection de vaccin vivant atténué dans le syndrome de Di
George (déficitimmunitaire primitif) responsable d’une lymphopénie dont la sévérité expose a des
effets secondaires de ces vaccins. Cependant, ce test ne préjuge pas de la protection vaccinale

induite [43].
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Certaines limites sont importantes a mentionner : les études récentes soulignent une variabilité
inter- et intra-individuelle notable dépendante de criteres démographiques (age, sexe, état
métabolique ouinflammation chronique) et socio-économiques constituant un nouveau défipourles
essais de réponse vaccinale et de développement de vaccins. Ainsi le concept d'immunologie des
systemess’applique de laméme maniéreala « vaccinologie des systémes » qui a été développée par
Pulendran etal [52]. Cette approche utilisedes « Omics », c’est-a-dire un ensemble d’outils générant
une quantité massive de données composites afférentes ala protéomique, la transcriptomique ou la
génomique dontl’analysein silico aura pourbut d’identifier des marqueurs prédictifs de la réponse
immune innée ou adaptative post-vaccinale [52,53]. La premiére application de cette approche a
permis d’identifier une signature précoce permettantde prédire I’amplitude de la réponse T CD8" au
vaccin de la fievre jaune [54]. Une autre approche s’intéressait a prédire la réponse vaccinale en
fonction de lavoie d’injection du vaccin (sous-cutanée, intradermique ou intramusculaire) par le biais
d’une signature de géne de I'immunité innée corrélée a la qualité de la réponse lymphocytaire
cytotoxique (CD8") [53]. Les IFAs ont leur place dans ce type d’approche et c’est une équipe de
recherche de I’Institut Pasteur qui a récemment développé un IFA standardisé dont les domaines
d’application enimmunologie clinique sont larges incluant celui de la vaccination [6]. Il s’agit d’une
étude de la variance immunologique de I’étre humain appelé « Milieu intérieur » qui définit une
gamme de réponse immunitaire « normale » en réponse a une stimulation ex-vivo par |’évaluation

d’une signature moléculaire [55].

1. IFAs : outils d’évaluation des thérapiesimmunosuppressives

En dehors du contexte de lavaccination, les IFAs ontleur place dans lagestion des thérapies tels que
les immunosuppresseurs a visée antirejet dans le contexte de la TOS. Le rejet de greffe est
secondaire au développement d’une réponse cellulaire immunitaire du donneur vis-a-vis du greffon
allogénique ; les antirejets sont doncdesimmunosuppresseurs diminuant cette réponse immunitaire
cellulaire. La gestion des antirejets repose sur le dosage du taux sanguin de la molécule.

Le testImmunoKnow assay® (Cylex, Inc.) cité précédemment dans I’évaluation du risque infectieux
en post-greffe a aussi montré un intérét dans I’évaluation du risque de rejet de greffe. Avant une
greffe rénale, une augmentation du taux d’ATP intracellulaire des lymphocytes T CD4" était associé a
un risque relatif (RR) de rejet de greffe de 1,2 et lorsque le taux augmentait entre la phase pré- et
post-greffe, ce risque était majoré (RR= 15,4) [56]. Dans une autre étude portant sur 126 cas de
grefferénale, untaux élevé d’ATP en pré-greffe était associé a des signes histologiques de rejet de
greffe cellulaire et des dysfonctions du greffon et ceux présentant un rejet cellulaire aigu était
associé a un taux d’ATP augmenté en post-greffe [57]. Dans la méta-analyse de Kowalski et al. citée

ci-dessus, untaux élevé d’ATP intracellulaire > 700 ng/mL est associé a un risque de rejet cellulaire
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(RR=30). Ainsi, ce test présente un intérét dans I'immunomonitoring de TOS pour I’évaluation du
risque infectieuxet celui durejet afin d’aider a la gestion des immunosuppresseurs et la prédiction
des complications.

St Pierre et al. expose un concept d’évaluation de I'impact des thérapies immunosuppressives sur le
systeme immunitaire dans le contexte des désordres immunitaires. llsont développé une plateforme
de tests immunitaires fonctionnels permettant d’évaluer I'impact qualitatif et quantitatif des
modulateurs pharmacologiques au profit de la prédiction de |’efficacité thérapeutique et risques
notammentinfectieux [58]. Les IFAs utilisés en réponse a chaque immunomodulateur sont les tests
mesurant la prolifération lymphocytaire, la fonction des cellules natural-killer, la capacité de
phagocytose etlaréponse desTLR a des stimulants. De maniere similaire, les IFAs sont utilisés pour
I’évaluation thérapeutique des immunothérapies du traitement des cancers par la mesure de la

réponse spécifique cellulaire T anti-tumorale [59,60].

CONCLUSION

Le développement de stratégies d’immunomonitoring « a la carte » associées aux traitements des
maladies de systeme, des déficitsimmunitaires héréditaires, en onco-hématologie avec|’émergence
de 'immunothérapie active ou en médecine de transplantation est I’avenir. Dans cette revue, nous
montrons que les IFAs permettent d’obtenir une approche fonctionnelle via I'immunomonitoring de
la réponse au traitement, de prédire un risque infectieux et d’évaluer la réponse vaccinale dans
certaines populations de patients immunodéprimés. La limite de ces approches est la prise en
compte de la variance immunitaire générant un certain nombre de contraintes technologiques,
méthodologiques de standardisation et d’interprétation qu’il conviendra de maitriser. Pour les

patients, I’accés a I'immunomonitoring est I’ouverture vers une médecine personnalisée.
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