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> Un point commun de tous les individus réside
dans le fait qu’ils sont justement tous différents.
Certaines des plus grandes différences entre deux
individus peuvent étre liées a leurs réponses
immunitaires, entrainant des conséquences
variables face a une infection, a la gravité
d’une maladie et a la réponse aux traitements
médicaux. Les différences dans les réponses
immunitaires reposent en partie sur des forces
évolutives agissant au niveau de la génétique
de I’hote. Elles peuvent également étre dues aux
différences que nous rencontrons dans notre
environnement et notre mode de vie. Malgré ces
différences interindividuelles bien connues, cette
variabilité inhérente est rarement incluse dans
les approches cliniques ou le développement de
médicaments. <

Le consortium Lab€x Milieu Intérieur a été créé en 2011
pour mieux définir ces différences immunitaires dans
une population en bonne santé et pour identifier leurs
déterminants génétiques et environnementaux. Une
telle compréhension est cruciale pour accomplir la
promesse d’une médecine de précision qui pourra tenir
compte de la spécificité de la réponse immunitaire d’un
individu et ainsi s’assurer que les stratégies de santé
publique tirent profit des progres scientifiques récents.

Le besoin de comprendre la variabilité
de la réponse immunitaire

Le systéme immunitaire est responsable de la préser-
vation d’un état sain, de la prévention des infections
et du maintien de I"homéostasie. Chez certaines per-
sonnes, cependant, un dysfonctionnement immunitaire
peut survenir et entrafner une susceptibilité accrue aux
infections, a I'inflammation, a "auto-immunité, aux
allergies ou méme au cancer. Une telle hétérogénéité
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individuelle dans la réponse immunitaire peut également avoir un
impact majeur sur la probabilité de réponse au traitement ou sur le
développement d’effets secondaires a "administration d’un vaccin. La
plupart des études visant a comprendre dans quelle mesure la varia-
tion des réponses immunitaires est associée a I"immunopathologie
sensu lato ont adopté une approche fondée sur la maladie, ce qui a
permis d’obtenir une compréhension approfondie des mécanismes
immunitaires. Néanmoins, pour utiliser cette information dans le dia-
gnostic et la prise en charge de la maladie, il est nécessaire de définir
les parametres de base de la fonction immunitaire dans "ensemble de
la population humaine « saine ». Afin d’atteindre cet objectif, le projet
Milieu Intérieur vise a fournir une base pour définir les perturbations
dans les réponses immunitaires d’un individu.

Les réponses immunitaires humaines présentent des niveaux élevés de
variabilité interindividuelle dans toutes les populations [1]. Une par-
tie de cette variabilité résulte de la nature souple et dynamique des
réponses immunitaires qui rend possible des stratégies de vaccination
et thérapeutiques pour une variété de maladies allant des maladies
infectieuses au cancer. Cependant, cette variabilité inhérente peut
aussi représenter des défis, car la susceptibilité aux infections, la
gravité de la maladie et la réponse aux traitements médicaux varient
énormément d’une personne a "autre. Les pratiques médicales et les
politiques de santé publique adoptent généralement un modeéle « taille
unique » pour la gestion des maladies et la mise au point de médica-
ments. Cette approche ne tient pas compte de I’hétérogénéité des
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Figure 1. Intégration dans Milieu Intérieur des données de phénotypage de la
réponse immunitaire, de génétique et d’épigénétique, ainsi que du microbiome,

dans le but d’étudier les déterminants de la variabilité immunitaire.

réponses immunitaires individuelles qui a probablement une incidence
sur la réponse au traitement, ou sur 'efficacité et I’apparition d’effets
secondaires consécutifs a I’administration de vaccin ou de traitement.
Parmi les exemples bien connus de vaccination, mentionnons le vaccin
contre I’hépatite B pour lequel la séroconversion échoue pour 5 a 10 %
des individus sains [2]. Bien que les vaccins personnalisés puissent
s’appliquer a des maladies comme le cancer, ils ne constituent pas
a I’heure actuelle une approche réalisable pour des interventions de
prévention aupres de la population. Les stratégies de vaccination
de précision peuvent cependant tenir compte de différences plus
générales au sein de la population afin d’améliorer 'efficacité d’un
vaccin et de minimiser des effets indésirables potentiels. €n raison de
la complexité des réponses immunitaires au niveau individuel et dans
la population, il a été néanmoins difficile, jusqu’a présent, de définir
les limites d’un systéme immunitaire sain ainsi que les parametres
(génétiques, épigénétiques et environnementaux) qui déterminent sa
variabilité naturelle. De telles évaluations exigent des échantillons
de grande taille, un consensus pour définir ce qui est « sain » et des
protocoles normalisés pour le recrutement des échantillons. La varia-
bilité des réponses immunitaires peut étre due a de multiples facteurs
biologiques (dge, sexe), génétiques (polymorphisme [SNP, single
nucleotide polymorphism], méthylation des génes), environnementaux

m/s n® 4, vol. 35, avril 2019

(infections microbiennes, latentes ou chroniques) ou
liés au mode de vie (alimentation, tabagisme, histo-
rique médical). Bien que de nombreuses études aient
examiné la fagon dont chacune de ces composantes
influe individuellement sur les réponses immunitaires,
peu de travaux ont réussi G combiner ces cofacteurs
dans une analyse intégrative.

C’est dans ce contexte que le consortium Milieu Inté-
rieur a été créé avec pour but de définir les limites
normales d’une réponse immunitaire saine dans une
population européenne [3]. Le projet porte le nom du
concept de « milieu intérieur » du physiologiste fran-
cais Claude Bernard et vise a établir les déterminants
d’une réponse immunitaire saine en identifiant les
facteurs génétiques et environnementaux qui contri-
buent a I’hétérogénéité des réponses immunitaires que
I’on observe. Coordonné par I’Institut Pasteur de Paris,
il s’agit d’un projet pluridisciplinaire associant des
scientifiques issus du monde académique (Institut Pas-
teur, Institut Curie, Université Paris-Diderot, Université
Paris-13, Inserm, CNRS, €cole Polytechnique Fédérale de
Lausanne [EPFL], Suisse, et Université de Lund, Suéde),
du monde médical (Hopital Européen Georges Pompi-
dou, Hopital Cochin et Hopital Saint Louis), et du sec-
teur industriel (Myriad-RBM, Généthon, Institut Roche).
Ce programme soutenu par le ministére de I’Enseigne-
ment Supérieur, de la Recherche et de I"Innovation dans
le cadre d’un plan Investissement d’Avenir - Laboratoire
d’Excellence (Lab€x), et géré par I’Agence nationale de
la recherche, vise a fournir aux laboratoires reconnus
internationalement les ressources dont ils ont besoin
pour étre compétitifs a I’échelle internationale, attirer
des professeurs et des chercheurs de haut niveau et
mettre en ceuvre des politiques intégrées englobant la
recherche, I"éducation et le transfert technologique.

Une cohorte de population de référence en santé

L'objectif global de I’étude Milieu Intérieur est donc
d’évaluer les facteurs qui expliquent la variabilité immu-
nologique au sein de la population générale saine. Pour
cela, une étude clinique transversale sur la santé de la
population appelée « €tude des déterminants génétiques
et environnementaux de la variabilité de la réponse
immunitaire : vers une médecine personnalisée? » a été
initiée. L'objectif premier de cette étude est de définir les
facteurs génétiques et environnementaux qui contribuent
a I’hétérogénéité des réponses immunitaires. |l s’agit de
caractériser et d’intégrer (1) les habitudes de vie quo-
tidienne, au moyen d’un questionnaire détaillé ; (2) la

? Numéro d’enregistrement de la recherche (ID-RCB): 2012-A00238-35.
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Figure 2. Illustration du processus de collecte et d’analyse des échantillons prélevés sur les 1 000 donneurs sains de Milieu Intérieur dans le centre

de recrutement de Rennes.

variabilité génomique, par le génotypage des SNP a I’échelle du génome
et du séquencage de I'exome entier ; (3) la diversité métagénomique
fondée sur I'analyse séquentielle des populations bactériennes, fon-
giques et virales dans les échantillons fécaux et nasaux réalisés chez les
individus ; (4) les signatures transcriptionnelles et protéiques induites
par des microbes entiers ou des agonistes microbiens (MAMP, microbe-
associated molecular pattern) identifiés, des cytokines ou des stimulus
spécifiques de la réponse lymphocytaire T ; et (5) les niveaux circulants
de populations de cellules immunitaires, par cytométrie en flux. Un autre
objectif est d’établir une banque de cellules, dont des lignées de lym-
phocytes B transformées par le virus d’Epstein-Barr et des fibroblastes, a
partir d’individus sains génétiquement annotés, afin de les utiliser dans
des études mécanistiques. Pour atteindre ces objectifs, un total de 1 000
volontaires en bonne santé, répartis également selon le sexe (sex-ratio
1:1) et stratifiés sur cinq décennies de vie, ont été recrutés.

Définir la santé pour comprendre la maladie

Afin de définir les parametres caractéristiques d’une population en
bonne santé, un groupe de travail, composé d’experts représentant
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différentes spécialités cliniques (biologie médicale,
médecine régénérative, allergie, pédiatrie, nutrition,
psychiatrie, médecine de laboratoire) et scientifiques
(immunologie, microbiologie, génétique, épidémiolo-
gie, méthodologie, sociologie), a été formé pour établir
les criteres définissant un individu comme donneur
« sain », tout en préservant la faisabilité du recrute-
ment et permettant une analyse statistique robuste.

Ce groupe de travail a ainsi défini les critéres généraux
d’admissibilité pour présélectionner les sujets (dge,
sexe, indice de masse corporelle, ascendance auto-
déclarée, lien de parenté avec les autres sujets). Des
critéres d’exclusion portant sur des caractéres pouvant
avoir une incidence sur le systéme immunitaire et/ou les
procédures d’étude (comme des maladies chroniques,
des sujets atteints de troubles cutanés qui pourraient
compromettre une biopsie cutanée) ont été déterminés.
Des facteurs médicaux, physiologiques et comportemen-
taux ont également été retenus selon leurs conséquences
possibles sur I'activité des cellules immunitaires ou le
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microbiote. La prévalence des caractéristiques des donneurs a été prise
en compte, en excluant des phénotypes inférieurs a 1 % de la population
afin d’assurer une puissance suffisante pour les études d’association.
Enfin, les critéres trop conservateurs, sélectionnant une population « en
treés bonne santé », ont été écartés.

Afin de pouvoir associer la variation génétique et épigénétique a des
phénotypes définis, une liste de criteres d’inclusion et d’exclusion a été
établie pour recruter des volontaires dont le systeme immunitaire est
le moins perturbé : les donneurs ne devaient pas présenter de signes ou
faire état d’antécédents de troubles neurologiques ou psychiatriques,
ou d’états pathologiques graves, chroniques ou récurrents ; des signes
d’abus d’alcool, de consommation récente de drogues (y compris I’uti-
lisation récente de cannabis), d’administration récente de vaccins et
utilisation d’agents immunomodulateurs, d’exposition actuelle et anté-
rieure a des traitements médicaux (aspirine) ou d’utilisation de produits
alternatifs (homéopathie, huiles essentielles). La naissance prématurée
a aussi été prise en compte. Pour éviter I'influence des fluctuations
hormonales chez les femmes, seules les femmes préménopausées ou
postménopausées ont été incluses. Afin d’éviter la présence de sous-
populations dans la population étudiée, ce qui aurait une incidence sur
la détection des associations génotype-phénotype, I’étude a été limitée
aux personnes d’origine européenne, citoyens frangais métropolitains
depuis trois générations au moins (les parents et les grands-parents
des sujets doivent étre nés également en France métropolitaine). Cette
stratégie a été choisie en fonction de la nécessité d'avoir le maximum de
puissance statistique pour I'analyse génétique, et donc de se concentrer
sur une population génétiquement homogéne. Conscients de cette limi-
tation pour refléter la diversité de la population frangaise en général,
nous entreprenons actuellement des études similaires dans des popula-
tions saines d'origine africaine et asiatique.

Alors que certains facteurs d’exclusion étaient facilement applicables,
comme les infections chroniques (hépatite C par exemple) ou les mala-
dies graves (cancer, auto-immunité, etc.), d’autres se sont avéré plus
difficiles, comme le seuil a prendre en compte pour les allergies, I’expo-
sition & des toxines connues (tabac) ou la présence de signes pré-syn-
dromiques (hypertension). Bien que I'utilisation de valeurs de référence
pour les parametres hématologiques, biochimiques et sérologiques,
communément acceptées en clinique pour définir la santé d’un indi-
vidu, soit considérée comme un critére d’inclusion/exclusion, la perte
potentielle de phénotypes extrémes a été prise en compte avec le choix
de valeurs seuils pouvant indiquer la nécessité d’un suivi médical (par
exemple, des concentrations d’enzymes hépatiques supérieures a trois
fois la limite supérieure de la normalité).

Finalement, les parameétres attendus chez plus de 5 % des personnes
échantillonnées ont été sélectionnés en excluant toute affection néces-
sitant un traitement médical passé ou actuel. Les antécédents médicaux
personnels et familiaux ont été systématiquement consignés et les
métadonnées associées ont été utilisées pour définir les associations
génétiques, immunologiques et d’entérotypes et/ou pour faire régres-
ser les facteurs pouvant potentiellement entrainer une confusion. Cet
ensemble de criteres pris en considération dans I’étude devrait aider la
communauté internationale a conclure quant a une définition consen-
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suelle d’un état de bonne santé pour les études immuno-
logiques lorsque des populations de donneurs en bonne
santé, d'origine africaine et asiatique, auront également
été étudiées.

La production de données génétiques (fondées sur le
génotypage du génome et le séquengage de I'exome
entier) et de phénotypes multiples (moléculaires, cellu-
laires et au niveau des organismes) dans les échantillons
disponibles de la cohorte étudiée a généré un grand
nombre de données permettant d’entreprendre des
fouilles de ces dernieres pour identifier des associations
et accroitre nos connaissances sur les différents facteurs
impliqués dans la régulation des réponses immunitaires.

Nécessité d’un suivi immunologique standardisé

Bien que le phénotypage des populations cellulaires
puisse révéler d’importants déterminants de la variabilité
immunitaire, les réponses immunitaires sont trés dyna-
miques et nécessitent souvent une stimulation ou une
perturbation pour révéler toute leur profondeur et leur
fonction. Par exemple, les études portant sur I'efficacité
des vaccins exigent souvent une stimulation antigénique
ex vivo des cellules du receveur afin d’évaluer par cyto-
métrie en flux intracellulaire ou des tests de type ELIS-
POT, I'induction de 'immunité a médiation cellulaire T.
De nombreux efforts ont récemment été réalisés afin de
normaliser les procédures et les résultats obtenus avec
ces approches [4].

Ces techniques reposent généralement sur I'isolement
des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC)
de 'individu. Cependant, cet isolement introduit une
variabilité technique et reste difficile a normaliser au
sein d’'un méme laboratoire et entre laboratoires. Le sang
est, par exemple, souvent transporté des sites cliniques
aux laboratoires centraux, ce qui peut entrainer une
variabilité pré-analytique. La manipulation des cellules
immunitaires innées peut également induire une acti-
vation non spécifique ou la mort des cellules prélevées.
Pour limiter ces problémes, des essais de stimulation sur
sang total ont été développés (par utilisation de serin-
gues TruCulture) dans le cadre de I’étude Milieu Intérieur.
Néanmoins, contrairement aux PBMC isolés, le sang total
comprend également des granulocytes, des plaquettes et
des composants plasmatiques qui peuvent participer aux
réponses immunitaires qui seront examinées. Nous avons
décrit récemment une étude clinique multicentrique
comparant les tests sur sang total (via TruCulture) aux
tests conventionnels réalisés sur des PBMC isolés, en
utilisant des lipopolysaccharides bactériens (LPS) et
des anticorps combinés anti-CD3/CD28 pour stimuler
la réponse cellulaire, "activité des cellules étant révé-



lée par la réactivité des surnageants de culture dans des essais sur
protéines multi-analyses de type Luminex’ [5]. Le principal résultat
en a été I'observation d’une meilleure reproductibilité, en particulier
entre les centres, des tests TruCulture par rapport a la stimulation sur
PBMC isolés, ce qui souligne la pertinence de cette approche pour les
études multicentriques [5]. D’autres groupes ont utilisé des stimula-
tions normalisées similaires a base de plaques de culture de sang total
qui nécessitent des volumes sanguins plus faibles, ce qui constitue un
avantage pour les études pédiatriques [6].

Conclusion

Plusieurs études récentes portant sur le phénotypage génétique et
immunologique intégrés dans des populations saines ont commencé
a définir les facteurs a 'origine des variations que I’on observe entre
réactions immunitaires des individus [1]. Il s’agit notamment de
cohortes établies pour répondre a des questions similaires a celles
posées dans le cadre de Milieu Intérieur : en particulier, le Human
Functional Genomics Project [7], le Human Immunology Project
Consortium (HIPC) [8], et le 10K Immunomes [9]. Collectivement, ces
études et les premiers résultats obtenus dans le cadre de Milieu Inté-
rieur apportent une meilleure définition de la variabilité de la réponse
immunitaire et des facteurs clés qui la déterminent. Selon le phénotype
immunitaire étudié, on estime ainsi que jusqu’a 50 % de la variation
observée proviennent de facteurs environnementaux [10], et entre 20
et 40 % reposent sur la génétique [11-14]. Toutefois, il reste a définir
un nombre important de facteurs individuels spécifiques a "origine de
cette variation, en particulier, les facteurs environnementaux spéci-
fiques qui agissent sur 'immunité. Le pourcentage élevé de variation
restant inexpliqué est probablement attribuable a des interactions
complexes entre les genes et I'environnement. Ceci nécessitera des
études a grande échelle et longitudinales sur les populations pour que
ces interactions soient décodées. Néanmoins, une telle compréhension
est cruciale pour réaliser la promesse de stratégies de vaccination de
précision qui tiendront compte de la réponse immunitaire spécifique
d’un individu afin d’optimiser leur efficacité et de réduire leurs effets
indésirables. Les stratégies de santé publique pourront alors tirer pro-
fit des progres scientifiques récents et étre adaptées pour relever les
défis du XXI® siecle, avec une population mondiale diversifiée sur les
plans biologique, génétique et environnemental. ¢

SUMMARY

Milieu Interieur: defining a healthy immune response for a better
understanding of diseases

What all individuals have in common is that they are all different. Some
of the greatest differences between any two individuals may be related
totheirimmune responses. These differences may resultin variable out-
come to infection, disease severity and response to medical therapies.
Differences in immune responses are partly resulting from evolutionary

* Une méthode permettant de définir plusieurs réponses @ partir d’un échantillon unique.

# Ces résultats seront publiés dans un prochain numéro de médecine/sciences.
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forces acting at the level of host genetics and may also
be due to differences encountered through environment
and lifestyle. Despite these well-known inter-individual
differences, this inherent variability is rarely included
in clinical approaches or drug development. The Lab€x
Milieu Interieur consortium was established in 2011 to
better define these immune differences in a healthy
population and identify their genetic and environmen-
tal determinants. Such an understanding is crucial to
achieve the promise of precision medicine that will take
into account an individual specific immune response to
ensure that public health strategies capitalize on recent
scientific progress. ¢
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