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TITRE
Analyses intégratives de biomarqueurs immunologigue dans les études

épidémiologiques. Applications a trois études cligues.

RESUME

Les processus biologiques sont nombreux et letegaictions complexes. Les mesures de ces
phénomenes génerent des biomarqueurs multiplesi, Agpidémiologie doit évoluer dans ce
contexte de données complexes et de nature mudtiiimnnelle. Les maladies du systeme
immunitaire et les troubles immunologiques qui leont associés constituent un bon exemple
de pathologies ou les gquestions clinico-épidémiglogs sont de plus en plus complexes,
nécessitant des méthodes biostatistiqgues et épttEmijues adaptées. Dans cette thése
d’Université, des méthodes permettant de prendreoerpte les difficultés méthodologiques
générées par les données dimmunologie sont peéesenautour de trois applications
cliniques. Notre approche consiste en l'utilisata® méthodes intégratives qui prennent en
compte I'ensemble des mesures concernant une pgibalonnée. Nous montrons l'intérét
de I'analyse en composantes principales et dealssification hiérarchique ascendante pour
résumer et extraire I'information de données mldspde cytométrie en flux et celui des
modeles d’équations structurelles pour I'étude elations complexes entre variables lors de
processus multifactoriels. Enfin, via I'exemple m'modéle de reconstitution immunitaire
asymptotique utilisant une fonction exponentiefieus illustrons I'importance de s’appuyer
sur la structure méme des données et sur la coemmiEm des mécanismes biologiques qui
sous-tendent la variabilité de ces données damdgléxion qui concourt au choix d’'un modele
statistique. Les méthodes et la réflexion proposfmss cette thése sont transposables a

d’autres domaines d’application avec des donnédigphes complexes.
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TITLE
Integrative analyses of immunological biomarkers irepidemiologic studies. Applications

to three clinical studies.

ABSTRACT

Numerous biological processes with potentially clampnteractions exist. Measurements of
these processes allow to produce multiple biomarkimus, there is a need for epidemiology
to evolve within the context of complex and muitidinsional data. Immune system diseases
and associated immune disorders are an exampléedflavhere clinical and epidemiological
iIssues are increasingly complex, requiring appadgristatistical and epidemiological
methods. In this thesis, methods taking into actaugthodological difficulties generated by
immunology data are presented through three matyatxamples. The general paradigm of
our approach is to take into account all measurésnam a given pathology using integrative
methods. We propose principal component analysishagrarchical clustering to summarize
multidimensional cytometry data and structural éigmamodelling for dealing with complex
relationships between variables in multifactoriedbgesses. Then, through the example of an
asymptotic model of immune reconstitution usingeaponential function, we illustrate the
importance about the data’s structure and the gicdd mechanisms underlying its variability
when building a mathematical model. The methodsthadhinking advocated in this thesis

are transposable to other research domains witlplecnadata.
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1. INTRODUCTION

1.1. Le systeme immunitaire
Une bréve présentation du systeme immunitaire etedecomposants est proposée ci-apres,
afin d’'introduire la terminologie immunologique gegéra employée dans ce travail de these et
d’en faciliter la lecture.
Une des finalités premieres du systeme immunitstde maintien de l'intégrité de I'individu

ou intégrité du «soi», placant_I'lmmunologemme une_discipline transversapar

excellence dans le champ de la Médecine et dedladge.

Le systeme immunitaire est un systéme complexe élende de l'organisme contre les
agressions infectieuses par les bactéries, les eirles parasites [Chatenoud et Bach, 2012].
Il joue également un réle majeur dans la défensdéodganisme contre les tumeurs, a la base
des réflexions actuelles sur 'immunothérapie darchamp de I'oncologie [De Aquino et al.,
2015 ; Trinchieri, 2015].

Pour répondre a une agression, I'hdte met en jey tignes de défenses. L'immunité innée

correspond a la premiere ligne de défense de hisgee. Les acteurs de la réponse
immunitaire innée sont les monocytes, les macroghades polynucléaires basophiles,
éosinophiles, neutrophiles, les cellules naturdleikiet les cellules dendritiques. lls
déterminent une réponse immunitaire précoce eicht au déclenchement d’'une réponse

immunitaire secondaire. Les acteurs de cette réponsunitaire secondaire dite adaptative

sont les lymphocytes. Les lymphocytes B sont resploles de la réponse humorale
produisant les anticorps ou immunoglobulines (lggs lymphocytes T sont responsables de
la réponse cellulaire. Parmi eux, on distingue mot@nt les lymphocytes T effecteurs

auxiliaires CD4+ et cytotoxiques CD8+, les lymphasyT régulateurs, impliqués dans les
mécanismes de tolérance et les lymphocyte®,Tqui joueraient un rbéle de défense de
premiére ligne face a des agents infectieux. Léales dendritiques constituent des cellules
clés du systéme immunitaire, par leur fonction @futes présentatrices d’antigénes aux
lymphocytes. La reconnaissance des antigenes p&mhgphocytes naifs, c’est-a-dire n’ayant

pas encore rencontré l'antigene, va permettre detivation et ainsi leur différenciation en

lymphocytes effecteurs, capables d’éliminer I'ag@féctieux et en lymphocytes mémoires,

cellules a la base des concepts de la vaccindtiaativation et I'expansion des lymphocytes

sont ainsi étroitement liées.

La figure 1 ci-aprés présente de maniere synthétejusimplifiée les différents acteurs du

systéme immunitaire.
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InFeata immeanity — =, Adaptive irmrmunity
(ramd response) : e [show responsa)

Dendritic cell Kast coll . e ————

Figure 1. Acteurs des réponses immunitaires innée¢ adaptative.
D’aprés Dranoff G. Nat Rev Cancer 2004 Jan;4(1):122.

1.2. Troubles immunologiques des maladies du systeme

Immunitaire
Une dérégulation du systeme immunitaire est un &@éments clés de la pathogenése de
nombreuses affections [Chatenoud et Bach, 2012g8atiquement, il existe deux situations
différentes. La premiére situation est celle quit esractérisée par un_défaut de

fonctionnementdu systeme immunitaire, ce qui se traduit par @disits immunitaires,

primaires [Al-Herz et al., 2014] ou secondairesiften et Shearer, 2010], dont I'exemple le
plus connu de déficit immunitaire secondaire ou uacqest lié au Virus de
I'Immunodéficience Humaine (VIH). La deuxieme siioa est celle caractérisée par un

fonctionnement par excedu systeme immunitaire, qui peut se traduire par état

d’activation chronique du systéeme immunitaire, cesable de nombreuses altérations, et par
des maladies auto-immunes [Regent et al., 2014 hr¥aHerlenius et Dorner, 2013], le
lupus érythémateux systémique en étant I'archétype.

Les troubles immunologiques des maladies du systénmeunitaire recouvrent donc un
ensemble de pathologies variées, incluant notamndest pathologies répondant a la
définition de maladies rares pour lesquelles lhaethe est promue par le Ministére chargé
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de la Santé (seuil admis en Europe d'une persottemta sur 2000, soit pour la France
moins de 30 000 personnes pour une maladie) [Mirdgde la Santé, 2015].

En dépit d'une grande hétérogénéite, les maladiesydteme immunitaire présentent des
caractéristiques communes. Elles sont trés souwdmbniques et évolutives. Leur

physiopathologiereste encore_mal connwet elles ont des conséquences substantielles en

termes de morbidité, qualité de vie et de mortalitéz les patients qui en sont atteints. La

physiopathologie de ces troubles met en jeu lediplesg acteurs de I'immunité innée et de
limmunité adaptative (voir Figure 1). La rupture d¢a tolérance immunitaire envers des
antigenes du « soi » peut étre due soit a uneivadéicn des systemes de régulation ou de
tolérance active soit a une «hyper » activation sygteme immunitaire. Ces troubles
recouvrent des meécanismes complexes, les défmitsunitaires et I'auto-immunité ayant
récemment été rapportés non pas comme deux editésctes mais comme deux processus
interconnectés [Grammatikos et Tsokos, 2012 ; Xiaal., 2014].

1.3. Recherche translationnelle et immunologie
Le concept le plus connu en recherche translatitnest celui du laboratoire au lit du malade
(« bench to bedside »), méme si des concepts phged sous-tendent la définition de la
recherche translationnelle [Fiscella et al., 2008aolf, 2008]. La recherche translationnelle
est souvent présentée comme le chainon manquamt lentecherche fondamentale et la
recherche clinique. Située a l'interface de cesxd#isciplines, elle se nourrit des progrés de
la connaissance scientifique issus de la rechdmidamentale et utilise la rigueur des outils
de la recherche clinique pour traduire en donnéestifiables I'observation du malade, tout
en respectant sa complexité. La recherche traostalle a ainsi pour vocation d’assurer un
double transfert, des connaissances fondament&es des applications cliniques, mais
également de I'observation clinique vers la recherfondamentale.
Ce concept de recherche translationnelle est apEswingt derniéres années. L’expression
d’'un besoin essentiel d’accélérer le transfertabesaissances a notamment donné lieu, pour
exemple, a la mise en place, en 2013, d'un ProgemenRecherche Translationnelle en
Santé, proposé par la Direction Générale de I'OdffeeSoins et I’Agence Nationale de la
Recherche [PRTS DGOS, 2015].
L’'Immunologie a fourni a la Médecine et a la Bidlegles concepts a 'origine de solutions
prophylactiques et thérapeutiques comme la vadomala transplantation et des outils, les
anticorps, ayant des applications dans toutespesiaités. En raison de la place transversale
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gu’elle occupe en Médecine et en Biologie, ellasrit logiquement dans les domaines ou la
recherche doit connaitre un essor particulier.

Améliorer les connaissances dans le domaine denlnologie est ainsi un enjeu majeur de
la recherche translationnelle [Peakman, 2012]. &tiqulier, la compréhension des troubles
immunologiques des maladies du systeme immunifair@ppel a deux disciplines majeures
de la Santé Publique, que sont la Biostatistiqué&Eptdémiologie, la Biostatistique étant la
méthode de raisonnement permettant de prendre reptecdes données dont le caractére
essentiel est la variabilité et I'Epidémiologie rdtda science des problemes de santé a
I'échelle d’'une population. Ces deux disciplinest ame place prépondérante dans la
recherche translationnelle [Khoury et al., 2010ptérdisciplinarité étant la clé pour générer
des idées originales de recherche et la méthodolétant un élément majeur dés la
conception d’'un projet. Le terme d'immuno-épidérmgié a notamment été introduit dans le
domaine de la parasitologie en 2001, soulignant nkcessité de cette approche
interdisciplinaire incorporant 'lmmunologie, la dtatistique et 'Epidémiologie pour créer

de nouvelles perspectives [Hellriegel, 2001].

1.4. Avénement des technologies en immunologie

L’étude des troubles immunologiques des maladiesydteme immunitaire repose largement
sur les examens biologiques.

La cytométrie en flux est une technigue incontohlam&n immunologie. Elle est utilisée pour
la numération des trés nombreux sous-types cethslaet permet la mesure de I'état
d’activation, de maturation et de prolifération dedlules. Les cellules immunitaires sont
comptées grace a la reconnaissance de marqueuls expriment a leur surface, appelés
Clusters de Différenciation (CD) (par exemple, larqueur CD4+ pour les lymphocytes T
auxiliaires, qui sont les cellules de prédilectioectées par le VIH ou le marqueur
d’activation HLA-DR+ qui sera présenté pour leshpéonatiques d’activation lymphocytaire
a l'étude dans ce travail de thése). Cette teclenigpide présente l'intérét majeur de
caractériser les cellules et de les quantifiere Eibuve ainsi une application indispensable
pour le diagnostic, le pronostic et le suivi théaique des maladies du systéeme immunitaire
en fournissant un monitoring objectif des celluties 'immunité innée et adaptative et des
troubles immunologiques correspondants. La teclendg cytométrie de flux a connu des
avancées majeures en ce qui concerne le développaawhnologiqgue de matériel et de
réactifs, permettant ainsi une mesure fine jus@@aparametres indépendants sur chaque
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cellule, a des dizaines de milliers de cellulesgeonde [Chattopadhyay et Roederer, 2012 ;
Lugli et al., 2010]. En conséquence, cette techaigénere désormais un grand spectre de
marqueurs immunologiques pour un méme individu éonn

Parallelement, I'essor des technologies en immuwielcs’est accompagné d’'avancees
majeures concernant les données «omiques » (pampd®, génomique, protéomique,
transcriptomique) permettant aux scientifiques al&ecter des données multiples inédites sur
les genes, les protéines et le transcriptome [Mataal., 2014]. En particulier, le débit de
production des données de séquencage du génome gists en plus rapide, pour un colt de
moins en moins élevé [Thiébaut et al., 2014].

L’exploitation de ces données en Biologie et en &bétke suscite de nombreux espoirs tout en
engendrant des questions méthodologiques complpxast a I'intégration adaptée de ces

informations multidimensionnelles (voir figure ppur produire de nouvelles connaissances.

Proteome
Peptide and
protein arrays

Figure 2. Avenement des technologies en immunologie
D’apres Brian AK et al. Nature Immunology 2014;15:18-127.
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1.5. Problemes méthodologiques liés a I'analyse des bianqueurs
L’étude des maladies liées a un dysfonctionnemantsgsteme immunitaire est une
problématique difficile, en raison de I'hétérogdadit la chronicité de ces maladies. Pour les
comprendre, il est nécessaire de prendre en compaefois les données cliniques et les
données immunologiques pour les aborder sous eliffeérangles.

Le volume et la complexitéles données générées par les technologies en whogin

donnent une vue sans précédent de I'ensemble tnsydbiologique, mais ils constituent un

défi, en raison des difficultés méthodologiques présmten termes d’analyse, de

modélisation et d’'inférencdout d’abord, si I'avénement des technologiesnetde disposer

de plus de données, la multidimensionnalité deséesimplique des données de nature

différentes, en grand nombre et des corrélationse das différents biomarqueurs mesures,
rendant difficile la compréhension du systeme &utlé. Ainsi, dans le contexte actuel de
I'épidémiologie clinique (plus de marqueurs et/duspde patients), il est particuliéerement
compliqué d’extraire I'information biologiqguementeminente de données multiples. En
parallele, dans le traitement de telles donnéesyukiiplicité des variables a tester engendre
un probleme de multiplicité des tests statistiguéedisés, augmentant ainsi la probabilité de
trouver un test statistiquement significatif alopsil n'y a pas de réelle association dans la
population [Thiébaut et al., 2014 ; Sinha et 8002]. Dans ce contexte, la « false discovery
rate » est définie par la proportion attendue deiltéts positifs parmi toutes les hypothéses
nulles rejetées. De plus, l'analyse d’'un grand nemite biomarqueurs chez des effectifs
potentiellement limités de patients, selon la rdgs maladies a I'étude, peut avoir comme
conséquence des difficultés de modélisation stiistdans des modéles classiques de
régression (surajustement ou « overfitting », @&anité des marqueurs) [Yoo et al., 2014]. Se
pose également la question de la pertinence derte§parément ces marqueurs multiples
pour les introduire un a un dans des modeles dgasside régression et celle de la meilleure
maniere de sélectionner un marqueur pertinent peeonx disponibles pour apporter un gain
par rapport aux données existantes dans les pgtesld’intérét.

Un autre point est la disponibilité de plusieursrgquiaurs immunologiques pour mesurer un
méme processus immunologique, par exemple le tesni@®éron et le test Elispot pour
mesurer la réponse immunitaire induite par le cgigatovirus. Ce point pose alors la
question d’'une mesure potentiellement imparfaite pdocessus immunologique avec les
marqueurs séparés ou celle de la pertinence deeédes analyses séparées avec chacun des

marqueurs disponibles.
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Une autre difficulté rencontrée par les épidémiistms est l'interprétation statistique des
associations retrouvées entre ces marqueurs imogigakes et un événement d'intérét
clinique, qui reste difficile a interpréter en t&snde causalité. La méthode scientifique basée
sur le raisonnement expérimental implique que éesssmoyens d’accéder a la causalité sont
les essais cliniques randomisés contrélés. Néammnlginmecherche épidémiologique, incluant
celle sur les troubles immunologiques des maladiesystéme immunitaire, est largement
basée sur des études observationnelles. Ces é&bdesvationnelles sont nécessaires a la
compréhension de certains phénomenes, notammeanértains facteurs ne peuvent pas étre
manipulés, a la fois pour des raisons éthiquesatigpes [Rutter, 2009]. Au-dela des critéres
connus de Bradford et Hill pour discuter l'interfation causale d’'une association observée
[Hill, 1965], avec des données multiples, les gqoastd’inférence causale sont devenues plus
complexes, I'étude de maladies hétérogenes etfauttirielles impliquant la prise en compte
de plusieurs facteurs pouvant interagir entre euxlee déterminants qui s’organisent sur
plusieurs niveaux [VanderWeele, 2009]. Dans ceexdat des approches d’'inférence causale
apparaissent nécessaires pour mieux comprendreel@sons complexes entre variables
[Dumas et al., 2014 ; Geneletti et al., 2011].

1.5.1. Rationnel du travail de these
L’augmentation de la taille des jeux de données wrs problématique croissante en
épidémiologie clinique. Cette problématique estipalierement développée dans le champ
de I'lmmunologie. Les méthodes statistiques ussefleésentent des limites dans un tel
contexte. L'extraction et la compréhension des rmfations portées par les données
multidimensionnelles immunologiques nécessitentatesidérer des approches biostatistiques
et épidémiologiques autres, plus adaptées ou comepldires des méthodes classiques. En
particulier, notre approche consiste en l'utilisatide méthodes intégratives qui permettent
une approche globale du systeme immunitaire etrike pen compte de I'ensemble des

mesures disponibles pour une pathologie donnée.
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1.6. Equipes d’accueil et contexte de réalisation de these
Ce travail de these a été réalisé a I'interfacdalex équipes de recherche :

- I'équipe « Infections par les Virus de I'immunoaéénce Humaine et maladies
associées », Centre de Recherche INSERM U897 « émpidbgie et
Biostatistiques » (responsables : Pr Genevieve GHEDI Linda WITTKOP),

- l'équipe « Statistics In System biology and Transfeal Medicine », INRIA
(responsable : Pr Rodolphe THIEBAUT).

Le travail issu d'une collaboration outre-mancheecamobilité de 6 mois a l'Institute of
Child Health, University College London, dans unaité de Microbiologie et Maladies
Infectieuses (Pr Nigel KLEIN, Pr Robin CALLARD), ecollaboration avec la Medical
Research Council Clinical Trials Unit de Londres @arah WALKER), s’est également
inscrit dans la thématique de cette these.

Cette activité de recherche pour la thése a étis@&éadans le cadre d'un poste d'assistante
hospitalo-universitaire (novembre 2012 — octobrd 30 rattaché a I'Unité de Soutien
Méthodologique a la Recherche clinique et épidémgigue (responsable : Pr Rodolphe
THIEBAUT), du Service d’Information Médicale du CHUe Bordeaux (responsable : Pr
Genevieve CHENE). La compréhension des troubles unoiogiqgues des maladies du
systeme immunitaire a été renforcée par les mattipihteractions avec cliniciens et
immunologistes via la prise en charge méthodolagide plusieurs projets dans le champ de

la médecine interne, des maladies infectieuses Bintmunologie (voir annexe 1).
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2. OBJECTIF ET PLAN DU TRAVAIL DE THESE

L'objectif du travail de thése présenté ici étadg groposer et appliquer les méthodes
épidémiologiques et biostatistiques les plus adsptpour répondre a des questions
épidémiologiques concrétes, rencontrées dansdeblés immunologiques des maladies du

systéeme immunitaire.

La description des travaux réalisés est préseivagres.

Des méthodes permettant de prendre en compte fésultits méthodologiques, liées
notamment a la multiplicité des marqueurs, sonsgrtées autour de trois exemples concrets.
Parmi le large spectre des troubles immunologigiessmaladies du systéme immunitaire, les
travaux de cette thése concernent en particulisrrdeherches appliquées aux champs des
déficits immunitaires humoraux primitifs et celui &/1H. Parmi les nhombreuses données
générées par les technologies en immunologie, n@gaux de cette thése concernent
principalement I'analyse des données de cytométriux et incluent également I'analyse de

données d’expression génique.

Dans le premier travail (section 3), nous proposatess méthodes exploratoires
multidimensionnelles, pour prendre en compte I'ertde des marqueurs impliqués dans la
physiopathologie des déficits immunitaires humorguimitifs de I'adulte, afin d’évaluer
'importance relative de ces marqueurs pour lasifi@ation de ces patients.

Dans le deuxiéme travail (section 4), nous propssies modeles d’équations structurelles,
basés sur I'utilisation de diagrammes causaux gadables latentes, pour mieux comprendre
les déterminants qui concourent a une activatiomumitaire chronique chez des patients
adultes atteints de VIH traités efficacement avae gharge virale indétectable (pays du
Nord).

Ces deux premiers travaux ont été réalisés a mtjeux de données, existant au CHU de
Bordeaux, issus de Programmes Hospitaliers de ReuwheClinigue ou Appels d’Offres
Internes concernant des maladies du systéme imameniCompte tenu du nombre important
de marqueurs immunologiques mesurés dans les dawauk étudiés, ces bases de données

ont constitué une opportunité de mettre en appbicdés methodes proposeées.

Enfin, dans le troisieme travail (section 5), nqueposons un modele de reconstitution
immunitaire a long terme des lymphocytes T CD4+egpnise sous traitement antirétroviral
chez des enfants atteints de VIH dans les payssoueces limitées. Ce travail a été réalisé
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dans le cadre de la collaboration avec mobilité6dmois a I'Institute of Child Health,
University College London.

Une discussion générale se trouve en section Beetonclusion du travail de thése se trouve
en section 7.
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3. ROLE DE L’ACTIVATION IMMUNITAIRE CHRONIQUE
AU COURS DES DEFICITS IMMUNITAIRES HUMORAUX PRIMITI  FS

SYMPTOMATIQUES DE L 'ADULTE

3.1. Problématique

Les déficits immunitaires humoraux primitifs symmiatiques de I'adulte constituent un
groupe trés hétérogene de maladies, caractériséem@ hypogammaglobulinémie (déficit en
lymphocytes B), entrainant un risque accru d'inett récurrentes ou graves [Al-Herz et al.,
2014]. Chez l'adulte, aprés exclusion des causesenslaires d’hypogammaglobulinémie,
trois deéficits immunitaires humoraux primitifs sytomatiques prédominent: le déficit
immunitaire commun variable [Gathmann et al., 200ksenhendler et al., 2008], le déficit
en sous-classes d'immunoglobulines G [Preud’hommmidamson, 1990] et le syndrome de
Good (hypogammaglobulinémie associée a un thymofKe)esedis et Yang, 2010;
Malphettes et al., 2015]. Si les manifestationsiglies de ces déficits sont dominées par les
infections, d’autres évenements cliniques non ftidag peuvent survenir, plus
particulierement référencés dans le déficit immairét commun variable, comme des
affections auto-immunes, granulomateuses, des pigstes lymphoides, des splénomégalies
et/ou des entéropathies chroniques qui compligaestmaladies [Chapel et al., 2008]. I
n'existe pas de traitement curatif de ces défitidsprise en charge thérapeutique des patients
est symptomatique. Si 'administration d'immunoglbbes par voie intraveineuse ou sous-
cutanée a doses substitutives permet de diminmeidence et la gravité des infections, elle
ne résout pas les complications non infectieuses,sgnt des causes majeures de morbi-
mortalité et pour lesquelles la nécessité de tretds immunosuppresseurs est tres
problématique chez des patients dont 'immunitéaitgirée [Cunningham-Rundles, 2010].
Enfin, la multiplicité des atteintes organiquesads déficits (voir annexe 2) nécessite une
prise en charge multidisciplinaire. L'informatiohl&ducation des patients sur ces maladies

rares, complexes et non curablies prédisposant aux infections, restent prinabegi

La nécessité de mettre en commun les compétencedguterer 'organisation de la prise en
charge des patients et la qualité de la rechengli€émiologique a donné lieu a la création, en
2005, du centre national francais de référencealdésits immunitaires dans le cadre du Plan
Maladies Rares et, en 2010, a la qualification degistre national des déficits immunitaires

par le comité national des registres maladies [@EREDIH, 2010].
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La physiopathologie de ces déficits reste a ce gnaore mal élucidée. Au sein méme du
déficit immunitaire commun variable, I'hétérogépédes formes cliniques est responsable
d’un retard de diagnostic considérable et suggeeepinysiopathologie complexe, recouvrant
probablement plusieurs maladies ayant des mécasidifférents [Yong et al., 2011] mais
qui aboutissent au phénotype commun d’hypogammatji@mie [Cunningham-Rundles,
2012]. En parallele, certains patients atteintdéfecit en sous-classes d'immunoglobulines G
pourraient développer des complications non indesies, similaires a celles observées dans
le déficit immunitaire commun variable, ce qui seggque ces deux entités pourraient avoir
des déterminants communs [Barton et al., 2014].

Les déficits immunitaires humoraux primitifs symmiatiques de I'adulte sont abordés dans
la littérature par des anomalies qui concerneraiené sous-population du systeme
immunitaire. Les anomalies les mieux répertoriémscernent les lymphocytes B. Elles ont
permis d'établir plusieurs classifications, qui m®posent de caractériser des groupes de
malades selon le déficit en lymphocytes B [Piquetaa., 2003 ; Warnatz et al., 2002]. Parmi
les nombreuses tentatives de classification, las ptonsensuelle est la classification
EUROclass existant chez les malades atteints de@tdéafmunitaire commun variable [Wehr

et al., 2008]. Par ailleurs, des associations téidécrites avec d’autres acteurs du systeme
immunitaire, impliquant la différenciation des lyhgrytes T [Giovannetti et al., 2007],
I'activation des lymphocytes T [Rezaei et al., 20Mallard et al., 2006], la régulation des
lymphocytes T [Fevang et al., 2007 ; Horn et aDQ9 et les cellules de I'immunité innée
[Fulcher et al., 2009 ; Scott-Taylor et al., 2006fanmoins, la classification des déficits
immunitaires humoraux primitifs symptomatiques telllte reste basée sur les anomalies
des lymphocytes B et les autres composants du nsgsténmunitaire n'ont pas été

suffisamment pris en compte.

3.2. Limites des méthodes classiques de régression paépondre
a la problématique
La physiopathologie des troubles immunologiques dégcits immunitaires humoraux
primitifs symptomatiques de 'adulte met en jeu d&eseurs multiples de I'immunité innée et
de I'immunité adaptative. De plus, les hypothesesibilées dans la littérature quant a la

genese des complications non infectieuses de éeggiéont d’ordre immunologique.
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L’étude de ces troubles s’intégre donc dans unest@tde marqueurs multiplegroposant

I'alternative de plusieurs possibilités de modéitsavia les méthodes classiques [Thiébaut et
Alioum, 2012] :

- régressions linéaires multivariables pour expliqles variations de chaque
marqueur immunologique (variable a expliquer quatitie) en fonction d’autres
marqueurs immunologiques et d’autres variablesieaples,

- régression logistique multivariable, pour expliqleersurvenue de complications
non infectieuses (variable a expliquer binaire) fenction d’autres marqueurs
immunologiques et d’autres variables explicatives.

Dans ce contexte est clairement illustrée la probt&@ue de multiplicité des tesiSinha et

al., 2009] qu’engendreraient de telles analysespaticulier des analyses de régressions
linéaires multiples pour évaluer chaque anomalpentériée (analyses séparées pour évaluer
les anomalies des lymphocytes B puis la variaties tharqueurs de différenciation des
lymphocytes T, de l'activation des lymphocytes & ,ld régulation des lymphocytes T et des
cellules de 'immunité innée). La réalisation déete analyses entrainerait une augmentation
du nombre de tests a réaliser simultanément et@aséquent la probabilité de détecter des
associations a tort. De plus, dans ce contextepdtmgses physiopathologiques basées plus
spécifiquement sur des biomarqueurs, la réalisateorelles analyses pourrait engendrer un
probleme de_colinéaritéentre les variables explicatives quantitatives tiplgls, lié a
I'existence d’une liaison linéaire entre ces vdaalfYoo et al., 2014 ; Wittkop et al., 2008].
La colinéarité peut entrainer une instabilité dastimation des coefficients et des variances
et, par conséquent, donner des estimations erraleseparametres du modeéle [Elmstahl et
Gullberg, 1997].

Au-dela de ces considérations statistiques classjqune telle approche réalisant de multiples
régressions engendre de multiples résultats dorgyildhésepeut étre particulierement
difficile. Dans le contexte de la problématique des déficitaunitaires humoraux primitifs
de l'adulte, les méthodes classiques de régregmiésentent ainsi plusieurs limites. Des
approches alternatives plus adaptées apparaisssntnacessaires pour traiter ces données
dans leur ensemble et aborder ainsi ces déficits) plus par des anomalies qui
concerneraient une sous-population du systéme intaimgn mais dans leur globalité, pour
fournir des informations utiles pour la prise erarge des patients, mieux expliquer la

survenue de complications et améliorer les sch@&masassification [Park et al., 2008].
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Face aux données de grande dimension, deux apprechesouvent proposées [Reinhardt et
al., 2010] : soit l'utilisation de méthodes de rigisation (comme les méthodes pénalisées
par le Least Absolute Shrinkage and Selection Qperd ASSO)) [Walter et Tiemeier,
2009 ; Tibshirani, 1996 ; Bunea et al., 2011 ; Agakt al., 2015], soit une réduction de
dimension dans une premiére étape suivie d’'uneségm plus classique. C’est cette derniére
approche que nous proposons pour répondre a ldéprabique des déficits immunitaires
humoraux primitifs symptomatiques de I'adulte, ammsune méthode de classification, pour

prendre en compte la problématique de classifioagacontrée dans ces déficits.

3.3. Apport des méthodes exploratoires pour analyse deodnées

multidimensionnelles
Les données de cytométrie en flux, en plus d’étdtidimensionnelles, présentent la
difficulté d’absence de seuil évident pour définime positivité. Les données traitées sont
donc majoritairement de nature quantitative. Sordsgntées, dans cette section, deux
méthodes exploratoires d’analyse de données mukidsionnelles, permettant d’intégrer
'ensemble des données immunologiques disponibtésne part, I'analyse en composantes
principales, qui est une méthode de réduction nexsion adéquate pour traiter des données
de nature quantitative et, d’autre part, la méthodeelassification hiérarchique ascendante,
qui est une méthode d’analyse en clusters.
Ces deux méthodes sont des méthodes non supengsésspposent I'absence d’hypothéses
a priori au moment de lI'analyse des données [Jan&affe, 2006 ; Van helden, 2013], la
finalité étant de mettre en évidence les relatiense variables et d'identifier I'importance
relative de certaines parmi 'ensemble des varg@abtsidérées. Ces deux méthodes ont été
appliguées pour prendre en compte les donnéestdmeétyie en flux multidimensionnelles
impliguées dans la physiopathologie des déficitsmimitaires humoraux primitifs
symptomatiques de l'adulte (section 3.4). Une dismn de ces travaux est proposée en

section 3.5.

3.3.1. Analyse en composantes principales
L’analyse en composantes principales est une méttledéeduction de dimension qui permet
de décrire et résumer l'information contenue daes dbnnées multidimensionnelles, grace a
des composantes principales, qui sont des variaésesnées des variables d'origine [Lebart
et al., 2000 ; Ringner, 2008].
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Considérons un tablea¥ de données multidimensionnelles, composé de nithdi et de p

variables quantitatives.

Xy ooroe o X
Xy oo oo oo X
Pour réduire la dimension des données tout en pandeles informations du tableaX
initial, I'objectif de I'analyse en composantesnmipales est de rechercher une représentation
des n individus dans un sous-espace de I'espattal.ifde nouvelles variables k sont ainsi
définies, combinaisons linéaires des p variablel&edpace initial. Ces variables sont appelées
composantes principaleg € les axes qu’elles déterminent axes principaux.

Les variables quantitatives d’origine présentanhégélement des ordres de grandeur

différents, les données considérées sont centéskstes dans une étape préliminaire a la

réalisation de l'analyse en composantes principaf@ssi, le tableau de données s’écrit

désormaisxX :
| a(X) o(X,)
o(X,) o(X,)

L’analyse en composantes principales est enswateséé a partir de la matrice de corrélation
des variables centrées réduites (matrice de ctiolale Pearson pour des variables
quantitatives avec une distribution normale, matrie corrélation de Spearman pour des
variables quantitatives avec une distribution nomrale). Les composantes principalgs C

générées sont ainsi des combinaisons linéairegaiebles d’origine.

G ::B1k)zl+:82k>zz+"'+,8pk>zp
Ces composantes principales sont non corréléesagies déterminés par les composantes
principales sont ainsi orthogonaux), de variancximale afin d’expliquer au mieux la
variabilité des données et d'importance décroissants valeurs propres de la matrice de
corrélation permettent d’évaluer la part de varmarexpliguée par chague composante
principale (voir tableau 1 et figure 1 de l'anneXepour exemple). L’interprétation des
composantes principales est basée sur les variappestant la contribution factorielle la plus
élevée pour définir chaque composante principald@r (tableau 2 de l'annexe 3 pour
exemple). En paralléle, I'orthogonalité des comptes principales présente I'avantage de
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pouvoir représenter graphiguement les données, rgénent dans un plan a deux
dimensions ou encore dans un espace a trois diomengiéfinis par les axes principaux des
premieres composantes principales, réesumant lel'pifermation (voir figure 1 de I'article
section 3.4.1 pour exemple). Le cercle des coro#latcorrespond a la projection du nuage
des variables sur le plan formé par les axes anei des composantes principales (cercle de
rayon 1 du fait de la normalisation des donnéesggpkiquement, i) plus la variable est proche
du cercle, meilleure est sa qualité de représentaii) deux variables proches sont corrélées
positivement, iii) deux variables qui s’opposenintscorrélées négativement, iiii)) deux
variables orthogonales sont non corrélées.

La représentation des individus se déroule selsnmémes principes, a I'exception de la
disparition du cercle unité, la normalisation nena@rnant que les variables et pas les

individus (voir figure 3 de l'article section 3.4pbur exemple).

3.3.2. Classification hiérarchique ascendante

La classification hiérarchiqgue ascendante s’intétaes les méthodes d’analyse en clusters,
qui permettent d’identifier des groupes homogeratageant des caractéristiques communes
(classes ou clusters) [Everitt, 1995]. Le princims méthodes d’analyse en clusters repose
sur la notion de « similarité ». Ces analyses p#aned’identifier des groupes homogeénes de
sujets aussi bien que de variables. L'analyse estans par classification hiérarchique
ascendante est une méthode non supervisée qustenagiassembler des groupes homogenes
partageant des caractéristiques communes en cladsesnaniére ascendante, jusqu'a
I'obtention d’'une seule classe. La classificatieh &cendante car elle part des observations
individuelles ; elle est hiérarchique car elle prddies classes de plus en plus vastes, incluant
des sous-classes en leur sein. Cette classificaétsbmon supervisée car les classes sont
définies, non pas au préalable (par une variabdgpdiquer), mais a partir de la structure
méme des données [Lebart et al., 2000].

Pour mettre en ceuvre une méthode de classificdtiérarchiqgue ascendante, différents
parameétres nécessitent d’étre définis. De la méramiére qu’en analyse en composantes
principales, les données sont généralement centégkstes pour prendre en compte des
variables quantitatives avec des ordres de grardiffarents. Un autre point est la nécessité
d’identifier une distance entre individus, générsat définie par la distance euclidienne
(petite si deux individus sont semblables, grariiie sont différents). Enfin, il est nécessaire
de choisir le critere d’agrégation entre deux das®ifferentes stratégies d’agrégation des

classes existent, basées sur des criteres de p®xiéfinis par des mesures de distance entre
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clusters (méthodes basées sur la distance moysan&s centres de gravité ou méthode de
Ward). La méthode de Ward est généralement préféagdasée sur la variance, et propose
de choisir, a chaque étape, le regroupement deedael que I'augmentation de linertie
intra-classes soit minimale [Ward, 1963]. Ainsieawette méthode, en prenant I'exemple
d'une classification de patients, deux patientsnaydes profils les plus semblables sont
regroupés en une classe et, ainsi de suite, jusgutaie les patients soient tous regroupés en
une seule classe. L'agrégation des classes chéod@urs a minimiser la variance intra-
classes (similarité entre individus d’'une méme s#asaximale) et maximiser la variance
inter-classes (similarité entre individus de clasddférentes minimale), afin d’obtenir des
groupes bien différenciés. La procédure est itfrégu’'a ce que le nuage soit réduit a une
seule classe. La variance des données est aimsn@ésée selon la hiérarchie des classes.
Pour illustration de la méthode de Ward, la décasitpm de I'inertie totale est présentée ci-
apres [Casin, 1999]. Considérons une partition dedividus en K classes, chacune de ces
classes comportant mdividus. La distance euclidienne est notée dcdmtre du nuage des n
points est noté O et le centre du groupe k est@pté

L'inertie totale I, correspond a la moyenne des carrés des distansesiddividus au centre

du nuage et a la somme de l'inertie inter-clasggs et de l'inertie intra-classeg g, -

18 .
I :ﬁzdz(l,o) =l nrer + T inTra
—

L'inertie inter-classed ,z; correspond a la moyenne pondérée des carrés stanats des

centres de chacun des groupes au centre du nuage.

1 &K
I INTER :—andz(ok,O)
N=

L'inertie intra-classesl .z, correspond a la moyenne, pour I'ensemble des ithaby des

carrés des distances des individus au centre dgteupe.

La notationz signifie la somme pour tous les individus du grokpe
iOk

o =22 30,0,

k=1 iCk
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L’interprétation de I'analyse est ensuite basédauveprésentation graphique des résultats par
un arbre de classification, appelé dendrogrammiepepunet d’identifier le regroupement des
patients et le nombre de clusters selon le niveahiérarchisation des classes (voir figure 2
de larticle section 3.4.1 pour exemple). En paitallil existe des criteres objectifs calculés,
congus pour présenter un maximum local au voisiageombre optimal de clusters, tel que
le « cluster cubic criterion » par exemple, maisHeix final peut aussi se baser sur la mise en
cohérence de ces criteres objectifs avec la pad@elinique du nombre de clusters identifiés

sur le dendrogramme.

3.4. Application
Dans le cadre d’'une étude financée par Programnspitatier de Recherche Clinique inter-
régional (cohorte ALTADIH du Pr Jean-Francois \aadl, Service de Maladies Infectieuses
et Médecine Interne, CHU de Bordeaux), nous avi@dssposition un immunophénotypage
de I'ensemble des marqueurs impliqués dans legi@éfmmunitaires humoraux primitifs
symptomatiques de I'adulte. Nous avons appliquéaés< méthodes exploratoires d’analyse
de données multidimensionnelles présentées ci-sledfgu d’évaluer, a partir d’'une cohorte
de 81 patients adultes symptomatiques atteintséfleitd immunitaires humoraux primitifs,
'importance relative de 23 marqueurs immunologgjua finalité étant de sélectionner les
marqueurs pertinents qui pourraient étre utiles p@waliagnostic et le pronostic. Au moment
de notre étude, seules les données d’inclusioma deHhorte étaient disponibles. Nos analyses
ont donc consisté en une analyse transversale deeéds d’inclusion de la cohorte
ALTADIH. L’analyse en composantes principales a ééalisée avec une matrice de
corrélation de Spearman. La classification hiérnguad ascendante a été réalisée avec la
méthode de Ward. Les données ont été centréesagguéalablement a la réalisation de ces
analyses.
L’idée sous-tendue par notre objectif était d’aleordes pathologies dans leur globalité, en
prenant en compte lI'ensemble des acteurs du systgmminitaire répertoriés dans la
littérature au moment de [I'étude ALTADIH et dispoleis. Les 23 marqueurs
immunologiques d’intérét, retenus pour réalisendlgse en composantes principales et la
classification hiérarchique ascendante, sont ptéseatans le tableau 1 ci-aprés, pour faciliter
la lisibilité de l'article présenté en section 3.£t, en particulier, celle de la figure 1 de cet

article.
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Tableau 1. 23 marqueurs immunologiques sélectionnéstude ALTADIH.

Populations immunitaires Notation pour figure 1 del’article section 3.4.1
Lymphocytes B CD19+
Différenciation des CD19+ CD27-lgb+,CD27-IgD-
CD27+IgD-,CD27+IgD+
Lymphocytes T CD3+, CD4+, CD8+
Activation HLA-DR+ CD3+HLA-DR+, CD4+HLA-DR+, CD8+HA-DR+
Différenciation des CD8+ RA+CCR7+, RA-CCR7+,

RA-CCR7-, RA+CCR7-

Marqueur d'immunosénescence CD8+CD57+

Lymphocytes T régulateurs Reg T

Lymphocytes Tyd (Gamma Delta) GD, GD2

Cellules Natural Killer NK

Cellules dendritiques Myéloides (mDC), plasmacytoides (pDC)
Ratio CD4+/CD8+ CD4+/CD8+ ratio

3.4.1. Article publié dans BMC Immunology
Ce travail a donné lieu a un article original, pgldans BMC Immunology et présenté ci-

apres.
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Abstract

that may be useful for diagnosis and prognosis.

syndrome

Background: Symptomatic Primary Humoral Immunodeficiency Diseases (PHID) constitute a highly heterogeneous
group of diseases characterized by a shared hypogammaglobulinemia, resulting in increased risk of recurrent or
severe infections. Associations have been described with a variety of immunological abnormalities involving B

and T-cell differentiation, T-cell activation and innate immunity. However, PHID discrimination remains based on
B-lymphocyte abnormalities and other components of the immune system have not been sufficiently taken into
account. We carried out unsupervised and supervised methods for classification in a cohort of 81 symptomatic
PHID patients to evaluate the relative importance of 23 immunological parameters and to select relevant markers

Results: We identified five groups of patients, among which the percentage of PHID complications varied
substantially. Combining the set of markers involved in PHID supported the existence of two distinct mechanisms
associated with complications. Switched memory B-cell attrition and CD8+ HLA-DR + activated T-cell increase were
the prominent abnormalities observed in PHID complications. Furthermore, in a subgroup of 57 patients with
common variable immunodeficiency, the classification that added CD8+ HLA-DR + to the consensual EUROclass
classification was better than the EUROclass model in predicting complications.

Conclusion: These results highlight the importance of T-cell activation that may improve discrimination of PHID
patients in specific subgroups and help to identify patients with different clinical outcomes.

Keywords: Symptomatic primary humoral immunodeficiency, T-cell activation, HLA-DR marker, Hierarchical
clustering, Principal component analysis, Commmon variable immunodeficiency, IgG subclass deficiency, Good's

Background

Primary Humoral Immunodeficiency Diseases (PHID)
are a heterogeneous group of diseases characterized by a
deficit in immunoglobulin (Ig) production, resulting in
increased risk of recurrent or severe infections [1].
In adults, after elimination of secondary causes, in
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particular lymphoid hemopathies, drug-related causes or
renal/digestive leakage of Ig, three major symptomatic
PHID have to be entertained: Common Variable Im-
munoDeficiency [2] (CVID), IgG SubClass ImmunoDefi-
ciency [3] (IgG SD) or Good’s syndrome [4]. Although
recurrent respiratory tract infections is common to
nearly all patients with symptomatic PHID, distinct
clinical complications have been described [5-7] accor-
ding to the occurrence of autoimmune manifestations,
lymphoid hyperplasia, chronic enteropathy, spleno-
megaly and/or granulomatous disease. It has been shown
that both outcome and prognosis vary within these

© 2014 Picat et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited.


mailto:rodolphe.thiebaut@isped.u-bordeaux2.fr
mailto:jean-francois.viallard@chu-bordeaux.fr
mailto:jean-francois.viallard@chu-bordeaux.fr
http://creativecommons.org/licenses/by/2.0

Picat et al. BMC Immunology 2014, 15:13
http://www.biomedcentral.com/1471-2172/15/13

subgroups of phenotypes in PHID [4,6]. Immunoglobu-
lin substitution reduces the incidence of acute infections
but does not solve the appearance of complications that
are the major cause of morbidity and death among
patients with symptomatic PHID [4,8].

The various attempts of PHID classifications have fo-
cused on CVID because of their frequency [2]. Different
classification proposals have attempted to define CVID
using flow cytometry techniques based on B-cell differen-
tial phenotyping [9,10]. Recently, data from the EURO-
class group including over 300 European CVID patients,
unified previous findings with a classification based on the
percentage of B cells among circulating lymphocytes and
the percentage of switched memory B cells (smB) among
B cells [5]. However, this updated classification does not
include other components of immune dysregulation,
either causal or consequential, that have been reported in
CVID patients. Giovanetti et al. [11] performed an in-
depth analysis of the T-cell compartment in CVID patients
and demonstrated multiple T-cell abnormalities. T-cell ac-
tivation is an important process underlined [12,13] that
need to be explored, together with T-cell regulation
[14,15]. Indeed, gammadelta T cells [16] and innate cell
abnormalities reported in Natural Killer cells (NK) [17] or
myeloid dendritic (mDC) and plasmacytoid dendritic cells
(pDC) [18] may further contribute to the heterogeneous
presentation of CVID. Literature on IgG subclass defi-
ciency is poor and immunological characteristics of these
patients have not been explored as they have been in
CVID. In parallel, Good’s syndrome is characterized by
hypogammaglobulinemia and thymoma, low or absent B
cells, variable defects in cell-mediated immunity with a
CD4 T lymphopenia, an inverted CD4/CD8+ T-cell ratio
and reduced T-cell mitogen proliferative responses [4].

Because of its intrinsic complexity, distinguishing
patients with symptomatic PHID in practice can be chal-
lenging. Particularly, the median delay of diagnosis re-
ported in CVID is 7 years [2]. Some patients with IgG
subclass deficiency might develop non infectious compli-
cations as those observed in CVID [19], suggesting that
these two entities could have common determinants.
Moreover, IgG subclass deficiency may progress to have
typical common variable immunodeficiency [3]. The
immunophenotypic evaluation of symptomatic PHID
could provide diagnostic clues as well as information use-
ful to manage patients, to predict clinical outcomes
[20,21] and to improve classification schemes. The pur-
pose of our study was therefore to characterize subgroups
of PHID patients that could be defined by differentiation,
activation and regulation markers of B and T-lymphocytes
expressing off or y0 TCR, natural killer cells and dendritic
cells using supervised and unsupervised methods of classi-
fication appropriate for the high-dimensional data [22]
generated by flow cytometry [23,24].
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Methods

Design and data collection

The ALTADIH Cohort is a prospective hospital-based
cohort of symptomatic PHID patients [1], initiated at
the Bordeaux University Hospital and five other public
hospitals (Agen, Dax, Limoges, Pau and Toulouse) in
Aquitaine, South-Western France. First patients were
enrolled in 2007. Patients included were over eighteen
years old with primary hypogammaglobulinemia (serum
IgG level <5 g/L for CVID, or IgG subclass deficiency
or Good’s syndrome). They were already followed for
symptomatic or newly diagnosed PHID (Ig level deter-
mined before substitution therapy). Differential diagno-
ses of hypogammaglobulinemia have been excluded and
the reduction in the level of the seric gammaglobulins
was confirmed at least 3 times at 3-month intervals for
each patient, thus excluding transient hypogammaglobu-
linemia. A standardized questionnaire was filled by physi-
cians at each hospital contact, according to routine clinical
management procedures, generally every 6 months. Clin-
ical data collected focused on infections and PHID com-
plications while biological data focused on innate and
adaptive markers.

The ALTADIH Cohort was approved by the Bordeaux
University Institutional Review Board on December
20th, 2006. Each patient gave informed written consent
before participating in the study. Some PHID patients
were also enrolled in the French national prospective
Cohort DEFI [7].

In this paper, the study is cross-sectional. We only deal
with inclusion measurements.

Flow cytometric analysis of peripheral blood lymphocytes
Peripheral blood samples were collected at each visit for
systematic lymphocyte phenotyping of PHID patients
under or not current immunoglobulin substitution.
Blood samples from each contributing center were ana-
lyzed centrally at the Bordeaux University Hospital
Laboratory of Immunology, by flow cytometry using a
FC500 flow cytometer from Beckman-Coulter.

All blood samples were withdrawn on EDTA anti-
coagulant in Vacutainers 5 ml tubes (BD, Biosciences,
Mountain View, CA) and kept at room temperature
until processed. All samples were analyzed fresh follow-
ing withdrawal within a working day. Following manu-
facturer recommendations, labeling were carried out
on whole blood and red blood cells lyzed at room
temperature with a Versalyse (Beckman-Coulter, France,
ref = A0937) lysing solution added with Iotest fixative so-
lution (Beckman-Coulter, France, ref = A07800). Events
were acquired with the dedicated CXP-1 software. In
these settings, we did not use any viability staining.

Unless specified, all monoclonal antibodies were pur-
chased from Beckman-Coulter (France) whose catalog
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references are reported below and in Additional file 1:
Table S1. We used the following panel of monoclonal
antibodies (Mab):

— B cells subsets: anti- CD19 (ref: A07766), -CD27
(ref: 6607107), -CD21 (ref: PN IMU473U) and -sIgD
(ref: 736000)

— CD8+ T-cell differentiation: anti-CD8 (ref: A07756),
-CD45RA (ref: PN IM 271U), -CCR7 from R&D
(Minneapolis, MN, USA ref: FAB197A)

— HLA-DR T-lymphocyte activation markers, we used
the following panel of Mab: anti-CD45, -3, -4 and -8
(ref: 6607013) -HLA-DR (ref: PNA40579).

— CD25 T-lymphocyte activation marker: anti-CD3, -4
and -8 (ref: 6607013) -CD25 (ref: IM2646)

— CD28 T-lymphocyte activation marker: anti-CD3, -4
and -8 (ref: 6607013) -CD28 (ref: 6607108)

— CD38 T-lymphocyte activation marker: anti-CD3, -4
and -8 (ref: 6607013) -CD38 (ref: A07780)

— regulatory T-cell: anti-CD4 (ref: A07750), -CD25
(ref: IM2646) -CD127 (ref: PN IM1980U)

— NK and B cells: anti-CD45, -56, -19 and -3
(ref: 6607073) -CD16 (ref: A07766)

— myeloid and plasmacytoid dendritic cells, we used
the Beckman Coulter kit (ref: A23413 for mDC and
A23416 for pDC).

— T cells expressing the gamma/delta TCR: anti-
Vdelta2 (ref: PN IM1464) and anti-pan-delta
(ref: PN IM1418U).

T and B-cell subpopulation counts were obtained
using the flow count beads kit from Beckman-Coulter
Flow Count (ref: 7547053) following a lyse and no wash
procedure according to the manufacturer's recommen-
dations. Markers of CD4+ T-cell differentiation were not
performed in this study.

Results are expressed as percentages of total circulating
lymphocytes or of CD19+, CD3+, CD4+ or CD8+ lym-
phocytes as appropriate, and/or absolute counts in cells/
mm3 as appropriate. An exception are dendritic cells,
whose numbers are expressed per milliliter of blood, ob-
tained by calculations from the leukocyte count.

Concerning the gating strategies, as examples, we
choose to show in Additional file 2: Figure S1, the gating
strategy used to assessed CD3+, CD3+ CD4+, CD3 +
CD8+, and the proportion of cells expressing HLA-DR
among these subsets: in Panel A, applied to a normal
healthy donor whereas, in Panel B, applied to a CVID
patient. Panel C depicts the B/NK cells phenotyping of
the CVID patient.

Statistical analyses
Analyses were performed using SAS® 9.1 (SAS Institute,
Inc., Cary, NC) and XLSTAT" 2010 software (Addinsoft,
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Paris, France). Clinical and therapeutic data were de-
scribed as numbers and percentages. Immunoglobulin
serotypes and immunological markers were described as
medians and InterQuartile Range values (IQR). We con-
ducted multidimensional exploratory analyses (principal
component analysis and cluster analysis) to study the
links between immunological markers and clinical char-
acteristics. To run the multidimensional exploratory ana-
lyses, CD19+ B cells, CD3+, CD4+, CD8+ T cells,
regulatory T cells, NK cells and gamma/delta T-cells have
been used in absolute counts (cells/mm?®). CD3 + HLA-
DR + activated T cells have been used in percentages of
CD3+, CD4 +HLA-DR +in percentages of CD4+, and
CD8 + HLA-DR + in percentages of CD8+. Differentiation
markers of T-cells and CD8 + CD57+ have been used in
percentages of CD8+ and differentiation markers of B-
cells have been used in percentages of CD19+. Numbers
of dendritic cells were expressed per milliliter of blood
and gamma/delta2 T-cells in percentages of gamma/delta
T-cells. The use as absolute numbers or percentage has
been defined before performing any statistical analyses
(see Tables with each immunological marker for a sum-
mary of the units used to run the multidimensional ex-
ploratory analyses). Robustness analyses have been
performed using absolute count in place of percentage
and vice versa and results were not substantially different.

Principal component analysis

Principal Component Analysis (PCA) is an unsupervised
dimension-reduction method that generates Principal
Components (PC), that are linear combinations of the
original variables [25] (in our case, represented by differ-
entiation, activation and regulation markers of B and
T-lymphocytes, natural killer cells, dendritic cells and
T-cells expressing a gamma/delta TCR). Each compo-
nent explains a part of the variability of the data. We
used 2D plots to project data on the plane spanned by
the first two components to display 23 immunological
markers involved in PHID (missing data excluded). As
data run in the principal component analysis have been
normalized as referred to the sample (minus sample
mean and divided by standard deviation), data are
presented on a unit correlation circle of radius 1
(see Figure 1). Because each component is a weighted
linear combination of the original variables, a compo-
nent may have a meaning according to the contribution
of each immunological marker. We chose to present the
plan spanned by the two major principal components
because they explained the most, variability of data
(> 10%). On this plan, the contribution of markers is un-
equal and depends on the contribution of each marker
on each axis. A given marker may contribute on the
third axis and therefore would not be well represented
on the first two axes. PCA was also performed in CVID
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Figure 1 23 immunological markers involved in PHID, plotted on the first two Principal Components (PC). ALTADIH Cohort, 2007-2010.
Immunological markers are well represented by the component when they are far from the center and close to the corresponding axis. Two
markers are: 1) positively correlated if close to each other; 2) not correlated if in a rectangular position; 3) negatively correlated if on the
opposite side.
A

patients. A PCA on markers of 12 healthy donors is
given in Additional file 3: Figure S2.

Cluster analysis

Hierarchical clustering is a common method used to de-
termine clusters of similar data points [26]. Ward’s hier-
archical clustering method was used here [27]. This
method aggregates consecutively the patients presenting
the closest immunological characteristics, by maximizing
inter-class variance using Ward’s criterion. This process
leads to the construction of a classification tree (patients
with missing immunological data excluded), which
allowed us to identify some distinct subgroups of PHID
patients. The projection of the identified clusters onto
the first two principal components then helped us
characterize them according to immunological markers.
A cluster analysis was also performed in CVID patients.

PHID complication analyses

PHID complications were described in each subgroup of
patients identified by the cluster analysis in order to pro-
vide clinical-immunological links. These complications are
those defined by H Chapel et al. [6] to distinguish different
clinical phenotypes (autoimmunity, lymphoid hyperplasia

and chronic enteropathy) and granulomatous disease and
splenomegaly in addition [12]. Univariable logistic regres-
sion was performed to study the association between
PHID complications and the 23 immunological markers
(variables with a p-value <0.25 were further tested). A
forward-selection procedure was used to build a final mul-
tivariable model. The first marker included in the model
was the most significant in univariable analysis. The next
variable included was the one with most significant associ-
ation with complications in the remaining set and so on
until any additional marker became non significant. As
the immunological markers in our study were expressed
in different units, we reported the Odds Ratio (OR) per 1
standard deviation for a unit free representation.

CVID substudy

The most consensual classification in symptomatic PHID
concerns CVID. EUROclass [5] is the classification com-
monly used in CVID, segregating patients with nearly absent
B cells (less than 1%), severely reduced switched memory B
cells (less than 2%), and expansion of CD21°" B cells (more
than 10%). To evaluate if T-cell markers could improve this
classification [28], we evaluated the improvement in predict-
ive value for CVID complications by a net reclassification
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approach [29]. To do so, we estimated predicted probabi-
lities of CVID complications using two models: one with
EUROclass, the other with EUROclass and CD8+ HLA-
DR + (the most significantly associated in our analyses).
Based on these two models, we categorized the predicted
probabilities into two clinical meaningful categories
(probability < 50% or = 50%) and cross-tabulated the clas-
sifications. The improvement in reclassification can be
quantified as the sum of differences in proportion of indi-
viduals moving up minus the proportion moving down for
people who developed complications and the proportion
of individuals moving down minus the proportion moving
up for people who didn’t develop complications. Predict-
ive capacity was also evaluated using the area on the re-
ceiving operating characteristics curve (c statistics).

Results

Patient characteristics

Sociodemographic and clinical characteristics

Between January 2007 and March 2010, 81 PHID patients
were enrolled in the ALTADIH Cohort (among whom 33
were also included in the DEFI Cohort), including 57 CVID
patients, 21 IgG subclass deficit patients and 3 patients with
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Good’s syndrome. At the time of evaluation, none of the
PHID patients had evidence of an acute infection. The ma-
jority of patients were followed at the Bordeaux University
Hospital (66 patients). Baseline epidemiological and clinical
characteristics are reported in Table 1. Of the 81 patients,
59% were women. The median age at PHID diagnosis was
41 years old (IQR: 35-54). The most frequent symptoms
in disease histories were respiratory tract infections.
Altogether, 38% of the patients developed one or more
complications: splenomegaly, autoimmune manifestations,
granulomatous disease, lymphoid hyperplasia and/or
chronic enteropathy (Table 1). More than 80% of the
patients were given subcutaneous or intravenous im-
munoglobulin substitution regimen.

Biological characteristics

Immunoglobulin serum levels before substitution for IgG,
IgA and IgM in PHID patients were significantly reduced:
baseline levels IgG (median: 4.3, IQR: 3.1-5.3 g/L; normal
range: 6.6—12.8 g/L), IgA (median: 0.5, IQR: 0.05-1.2 g/L;
normal range: 0.7-3.4 g/L), IgM (median: 0.4, IQR: 0.2—
0.8 g/L; normal range: 0.5-2.1 g/L). Specifically, in CVID
patients, median baseline IgG was 3.8 g/L (IQR: 1.7-4.4 g/L),

Table 1 Baseline characteristics of 81 PHID patients, ALTADIH Cohort, 2007-2010

Characteristics Distribution
Sociodemographic data
Female, n (%) 48 (59)
Median age at diagnosis in years (interquartile range) 41 (35-54)
Median age at enrolment in years (interquartile range) 46 (38-58)
Clinical data, n (%)
Respiratory tract infections
Otitis, sinusitis, nasopharyngitis, polyposis 64 (79)
Bronchitis, pneumonia 65 (80)
Bronchiectasis 21 (26)
Gastrointestinal tract infection
Chronic diarrhea 16 (20)
Acute diarrhea 13 (16)
Lambliasis 11 (14)
PHID complications: at least one of the following 31 (38)
Lymphoid hyperplasia 16 (20)
Splenomegaly 14 17)
Autoimmune manifestations* 14 a7
Granulomatous disease’ 9 an
Villous atrophy 5 6)
Chronic inflammatory intestinal disease 4 @)
Therapeutic data, n (%)
Subcutaneous or intravenous immunoglobulin substitution 66 81)

*Autoimmune anemia, autoimmune neutropenia, autoimmune thrombocytopenia, Hashimoto thyroiditis, Goujerot-Sjogren syndrome.
TLocation of biopsy proven granuloma: lymph node, digestive tract, spleen, bone narrow.
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median baseline IgA was 0.3 g/L (IQR: 0.05-1.00 g/I) and
median baseline IgM was 0.3 g/L (IQR: 0.1-0.6 g/L). Base-
line immunological marker values in PHID patients are
reported in Table 2 (values of normal patients are reported
in Additional file 4: Table S2). Some patients were included
in ALTADIH at diagnosis, before the introduction of IgG
replacement therapy, and had a longitudinal follow-up of
their immunological parameters. The replacement therapy
did not change the values of these parameters on two years
of monitoring.

Principal component analysis of differentiation, activation
and regulation markers of B and T-lymphocytes, natural
killer cells, dendritic cells and T-cells expressing a
gamma/delta TCR

For studying the association between the various im-
munological markers reported in the pathogenesis of
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PHID, statistical analyses would have been hampered by
the high number of markers studied, some of them be-
ing highly correlated (e.g. activation markers). In order
to circumvent these biases, we used PCA to reduce the
multidimensionality of the dataset and capture immuno-
logically relevant information. The first two principal
components accounted for 43% of the variability among
immunological markers (Figure 1). The first principal
component, accounting for 27% of the marker variabil-
ity, separated regulatory T-cells from activated cells
(HLA-DR +on CD3+, CD4+ and CD8+ grouped to-
gether) and CD19 + CD27 + IgD- switched memory B
cells from CD19 + CD27-IgD + naive B cells. The second
principal component, which accounted for 16% of vari-
ability, mainly represented T-cell differentiation, oppo-
sing CD45RA + CCR7+ naive CD8+ T cells and CD45RA +
CCR7- terminal effector CD8+ T cells. Activated CD3+,

Table 2 Baseline immunological marker values of 81 PHID patients, ALTADIH Cohort 2007-2010

Unit Median IQR
Total circulating lymphocytes (TCL) cells/mm? 1384 (1017, 2000)
B cells CD19+ cells/mm? 128 (62, 193)
% TCL 9.37 (6.21,1291)

Naive CD27-IgD+ % CD19+ 74.01 (56.42, 83.35)
Switched CD27-gD- % CD19+ 262 (1.86, 5.16)
Marginal zone CD27 +IgD+ % CD19+ 942 (4.70, 15.37)
Switched memory CD27 +1gD- % CD19+ 8.07 (3.63, 19.45)
T cells CD3+ cells/mm? 1078 (746, 1585)

CD4+ cells/mm? 657 (422, 941)

CD8+ cells/mm? 329 (228, 524)

CD4+/CD8+ ratio 1.99 (1.30, 2.70)
CD8+ T cells
Naive CD45RA + CCR7+ % CD8+ 18.01 (6.79, 36.07)
Central memory CD45RA-CCR7+ % CD8+ 1.25 (0.59, 2.48)
Effector memory CD45RA-CCR7- % CD8+ 34.39 (24.47, 46.90)
Terminal effector CD45RA + CCR7- % CD8+ 3348 (23.31, 48.26)
Immunosenescent CD8 + CD57+ % CD8+ 15.97 (8.04, 31.75)
Activated T cells
HLA-DR CD3 + HLA-DR+ % CD3+ 12.87 (7.99, 20.37)

CD4 + HLA-DR+ % CD4+ 7.96 (5.14,13.79)

CD8 + HLA-DR+ % CD8+ 24.49 (1431, 41.11)
Regulatory T cells CD4 +CD25+CD127- cells/mm?3% TCL 32110 (16, 63) (0.51, 1.76)
Natural Killer cells CD3-CD16 + CD56+ cells/mm? 126 (75, 194)
Dendritic cells
Myeloid mDC /ml 9381 (6597, 15611)
Plasmacytoid pDC /ml 4671 (2810, 7427)
Gammadelta cells cells/mm? 33 (15, 72)
Gammadelta 2 cells % GD 56.32 (22.19,77.17)

IQR, interquartile range.
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CD4+ and CD8+ T cells expressing HLA-DR + were
positively correlated to each other in PCA (Spearman
rank correlation coefficient r=0.88 between CD3+
HLA-DR + and CD4+ HLA-DR+; r=0.90 between
CD3+ HLA-DR +and CD8+ HLA-DR+; r=0.70 be-
tween CD4+ HLA-DR + and CD8+ HLA-DR+). HLA-DR +
activation markers were also correlated to CD45RA + CCR7-
terminal effector CD8+ T cells and to CD8+ CD57+,
known to be a marker of senescence [30]. Hence, this
first analysis and an additional analysis extended to 38
markers available on 72 patients including CD21+ B
cells (see Additional file 5: Figure S3) led us to conclude
that all activation markers were highly correlated and
one of them could be chosen to reflect alone the T-cell
activation process. In addition, the first two components
defined an upper-left corner grouping HLA-DR + activa-
tion markers with CD45RA + CCR7- terminal effector
CD8+ T cells and the CD8 + CD57+ senescence marker.

PCA using 23 immunological markers of CVID pa-
tients only (excluding IgG SubClass Immuno deficient
and Good's patients) gave consistent results as those ob-
served with the whole PHID population.

Classification of PHID patients according to cluster
analysis

Next, an unsupervised classification was performed to de-
fine groups of patients that would be more homogeneous
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according to immunological markers. Hierarchical cluster
analysis could be performed for 79 PHID patients of the
81 in the ALTADIH cohort (2 CVID patients not classi-
fied). Based on cubic clustering criterion, we would have
chosen two clusters but the identification of five popula-
tions of PHID patients, as revealed by the five branches of
the tree down stream (Figure 2), was chosen as these five
clusters were clinically relevant. Clusters 1 and 2, made up
by patients with CVID or IgG subclass immunodeficiency,
were grouped together, separated from clusters 3, 4 and 5,
mainly made up by patients with CVID or either Good’s
syndrome. In the cluster analysis in CVID diagnoses
(excluding patients with Good’s syndrome and IgG sub-
class immunodeficiency), the patients were grouped in the
same way than in the previous cluster analysis performed
on the whole population (identification numbers of CVID
patients given for detailed parallel between Figure 2 and
Additional file 6: Figure S4).

The projection of PHID patients, classified in the
above 5 defined clusters, onto the plan spanned by the
first two principal components led to define their im-
munological characteristics (Figure 3 that needs to be
read in conjunction with Figure 1; Table 3). For example,
patients plotted in the upper-left corner of Figure 3,
mainly patients of cluster 4, are characterized by vari-
ables plotted in the same quadrant in Figure 1, in
particular HLA-DR + markers. Thus, the 33 patients
making up cluster 1 (23 CVID patients and 10 IgG SD

0.000 -
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PHID complications 15%
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Figure 2 Classification of 79 PHID patients by hierarchical cluster analysis, according to 23 immunological markers. ALTADIH Cohort,
2007-2010. The arrow defines the number of clusters. Patients with IgG subclass immunodeficiency are depicted in green. Patients with Good's
syndrome are depicted in blue. Other patients are CVID patients. The percentage of PHID complications by cluster is indicated.
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activated HLA-DR + markers plotted in Figure 1 (red arrow).

Figure 3 Immunological interpretation of 5 clusters of CVID plotted on the first two principal components. ALTADIH Cohort, 2007-2010.
The percentage of CVID complications, noted next to the clusters, increased in a clockwise manner as phenotypes approach the projection of

Alo2

30405

patients) were characterized by normal innate and adap-
tive immunity. They were represented on the upper-
right corner that grouped innate cells, CD19+ B-cells,
CD19 + CD27 + IgD- switched memory B-cells, CD3+,
CD4+, CD8+ T-cells, and regulatory T-cells (Figure 1).
Cluster 2 (lower-right corner, Figure 3) represented 18
patients (8 CVID patients and 10 IgG SD patients) char-
acterized by increased naive CD8+ T-cells. Cluster 1 and
cluster 2 looked similar and were combined in an up
stream clustering. Cluster 3 (1 patient with Good’s syndrome
and 3 CVID patients) and cluster 4 (8 CVID patients) were
characterized by an increase of HLA-DR + activation, ter-
minal effector CD8+ T cells and immunosenescence
marker (Table 3). As expected, these patients were repre-
sented in the upper-left corner near CD3+, CD4+ and
CD8+ T cells expressing HLA-DR+, CD45RA + CCR7-
terminal effector CD8+ T cells, and the CD8 + CD57+
marker (Figure 1). In cluster 3, one CVID patient had
been splenectomized before enrolment (in 2001). In this
patient, splenectomy deeply affects the absolute numbers
but not grossly the percentages of the lymphocyte subpop-
ulations in the blood. In parallel, the patient with Good’s

syndrome in cluster 3 was differently plotted, i.e. in the
upper-right corner near CD8+, reflecting the high blood
CD8+ T-cell absolute numbers known in Good’s syn-
drome. Cluster 5 (lower-left corner, Figure 3) consisted
of 16 patients with B-cell deficiency (13 CVID, 1 IgG SD
and 2 Good’s syndrome): the lower-left corner where no
immunological parameters are plotted has to be inter-
preted as the symmetrical and diagonal opposite of the
upper-right corner. Thus, the meaning of cluster 5
(lower-left corner, Figure 3) is a cluster gathering B-cell
deficiencies because the patients are plotted on the op-
posite corner of the plot of CD19+, CD27 +IgD+,
CD27 + IgD-, CD27-IgD- which all are markers plotted
in the upper-right corner. Table 3 confirms the given
interpretation of the clusters.

PHID complications according to clusters and T-cell
activation

Interestingly, the proportion of patients with PHID compli-
cations (information not used in the previous analysis) var-
ied significantly between the clusters: 15%, 33%, 75%, 88%
and 63% in clusters 1 to 5 respectively (Figure 3, Table 4).



Picat et al. BMC Immunology 2014, 15:13
http://www.biomedcentral.com/1471-2172/15/13

Page 9 of 14

Table 3 Baseline immunological characteristics of 5 clusters of 79 PHID patients, ALTADIH Cohort, 2007-2010

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
n=33 n=18 n=4 n=8 n=16

I9G g/L 437 (3.80, 5.32) 573 (47, 63) 4.68 (2.69, 5.29) 144 (030, 2.71) 3.69 (1.65, 4.22)
IgA g/L 0.63 (0.14, 1.62) 1.02 (0.07, 1.55) 0.60 (0.04, 2.09) 0.15 (0.01, 043) 0.19 (0.05, 0.79)
IgM g/L 0.55 (031, 1.09) 0.48 (0.24, 0.78) 0.54 (0.34, 0.62) 0.16 (0.05, 0.42) 0.27 (0.20, 047)
B cells
CD19+ cells/mm? 157 (128, 244) 128 (102, 211) 49 (20, 87) 122 (94, 176) 51 (29, 119)
CD27-IgD+ % CD19+ 68.85 (52.03, 74.47) 6889 (57.94,77.24) 4952 (10.73,8043)  90.89 (82.94,93.31)  84.03 (70.93, 90.82)
CD27-IgD- % CD19+ 2.80 (2.18,4.38) 390 (224, 642) 6.13 (264, 23.40) 240 (167, 2.58) 265 (1.72,4.22)
CD27 + gD+ % CD19+ 15.01 (10.11, 23.19) 10.53 (442, 13.73) 567 (243, 857) 357 (221, 7.20) 492 (1.32,792)
CD27 +1gD- % CD19+ 14.39 (7.08, 20.05) 13.93 (7.26, 24.33) 7.77 (243, 19.38) 2.55(0.94,391) 297 (0.36, 6.66)
T cells
CD3+ cells/mm? 1363 (1076, 1787) 1045 (883, 1456) 2756 (1472, 4183) 831 (658, 1075) 579 (407, 837)
CD4+ cells/mm? 835 (571, 1214) 789 (573, 967) 848 (609, 1227) 382 (302, 565) 308 (244, 565)
CD8+ cells/mm? 477 (358, 604) 270 (159, 383) 1621 (710, 2682) 293 (196, 362) 213 (147, 266)
CDA4+/CD8+ ratio 1.89 (145, 242) 2.77 (2.31,4.08) 0.60 (042, 1.06) 1.26 (0.67, 2.65) 1.89 (1.17, 2.61)
CD8+ T cells
CDA45RA + CCR7+ % CD8+ 19.05 (11.11, 34.59) 2847 (13.32,43.67) 1.52 (0.56, 2.75) 491 (1.53,53.19) 3556 (10.29, 53.19)
CDA45RA-CCR7+ % CD8+ 0.83 (0.46, 1.90) 460 (1.96, 7.97) 0.53 (0.21, 0.82) 0.82 (0.30, 1.20) 1.37 (0.85, 1.96)
CD45RA-CCR7- % CD8+ 31.28 (24.26, 36.96) 43.13 (3260, 57.14) 3682 (16,56, 57.25)  39.24 (3069, 59.20)  29.14 (17.47,42.55)
CD45RA + CCR7- % CD8+ 4148 (3261, 52.32) 2230 (16.87,27.10)  40.75 (13.96,59.90) 4828 (3047,6341)  29.25 (18.76, 39.37)
CD8 + CD57+ % CD8+ 17.52 (942, 30.97) 7.38 (441,15.97) 27.36 (19.36, 47.30) 3961 (33.78, 51.16) 13.51 (8.35, 23.44)
Activated T cells
CD3 + HLA-DR+ % CD3+ 12.04 (762, 16.95) 9.87(7.11,1283) 5200 (32.71,59.56)  46.56 (40.76, 57.25) 1365 (6.19, 20.33)
CD4 + HLA-DR+ % CD4+ 5.88 (4.94,9.17) 6.75 (4.95, 9.13) 4830 (26.32, 56.25) 43.87 (30.88, 49.95) 11.54 (6,52, 1833)
CD8 + HLA-DR+ % CD8+ 2548 (14.86, 31.93) 19.73 (14.18,2644) 5348 (37.05,65.52)  62.14 (47.01,7639)  15.12 (10.65, 28.64)
Regulatory T cells cells/mm? 54 (33, 76) 1 (24, 82) 8(13,22) 19 (12, 24) 15 (8, 18)
NK cells cells/mm? 143 (100, 214) 174 (121, 230) 268 (146, 388) 75 (55, 103) 1 (26, 70)
Dendritic cells
Myeloid /ml 11940 (8751, 17805) 11422 (6616, 13457) 9122 (5662, 29989) 7795 (4086, 10548) 5420 (4107, 9683)
Plasmacytoid /ml 7217 (4801, 11084) 6152 (3599, 9836) 2771 (1766, 8490) 3073 (1351, 3618) 2766 (2194, 4255)
Gammadelta cells cells/mm? 44 (20, 74) 7 (11, 54) 396 (178, 579) 19 (6, 92) 16 (9, 26)
Gammadelta 2 % GD 62.96 (40.85, 73.68) 78.71 (75.00, 89.39) 1340 (8.77,3062) 6.59 (409, 2561)  25.00 (1241, 55.96)

Results are expressed as medians (interquartile range values).

As shown by the dendrogram (Figure 2), clusters 3, 4 and 5
were closer to each other than clusters 1 and 2, in which
the rate of complications was the lowest. Among the 8 pa-
tients in cluster 4, 7 (88%) presented with a splenomegaly
(14 splenomegaly recorded in the cohort) and 4 (50%) with
a granulomatous disease (9 granulomatous diseases re-
corded in the cohort). Patients in cluster 5, characterized by
a severe loss of switched memory B cells, also presented a
high percentage of complications (63%) (Figure 3, Table 4).
In Figure 3, the highest percentages of complications (from
clusters 3 and 4) are in the upper-left corner, and the lowest
(from cluster 1) on the upper-right. Hence, visually, compli-

cation rates increased in a clockwise manner.

interval [1.33; 4.89];

To quantify the independent effects of immunological
markers, we then performed a supervised analysis based
on a logistic regression model. As the activated HLA-
DR + CD3+, CD4+ and CD8+ T-cells were correlated
positively in the PCA, CD8+ HLA-DR + was chosen for
the ascendant multivariable analysis (as it was the most
significantly associated with PHID complications in uni-
variable analysis (Table 5). The final model contained
the following three markers. Increased CD8+ HLA-DR +
T-cells were strongly associated with PHID complications
(odds ratio per one standard deviation = 2.55; confidence
p-value = 0.0047). Both decreased

plasmacytoid dendritic cells (odds ratio per one standard
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Table 4 Type of PHID and PHID complications in 5 clusters of 79 PHID patients, ALTADIH Cohort, 2007-2010

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
n=33 n=18 n=4 n=8 n=16
n % n % n % n % n %
Type of PHID
CVID 23 (70) 8 (44) 3 (75) 8 (100) 13 (82)
IgG subclass deficiency 10 (30) 10 (56) 0 0) 0 ) 1 6)
Good's syndrome 0 ) 0 0) 1 (25) 0 ) 2 (12)
PHID complications (at least one of the following) 5 (15) 6 (33) 3 (75) 7 (88) 10 (63)
Lymphoid hyperplasia 2 6) 5 (28) 1 (25) 3 (38) 5 (31
Splenomegaly 1 (3) 2 (1) 1 (25) 7 (88) 3 (19)
Autoimmune manifestations 3 9) 1 (5) 1 (25) 2 (25) 7 (44)
Granulomatous disease 0 0) 1 (5) 2 (50) 4 (50) 2 (13)
Villous atrophy 0 ) 2 (1 0 0 0 ©) 3 (19)
Chronic inflammatory intestinal disease 0 0) 2 11 1 (25) 1 (13) 0 0)

deviation = 0.49; confidence interval [0.25; 0.96]; p value =
0.0363) and decreased switched memory B cells (odds ra-
tio per one standard deviation = 0.51; confidence interval
[0.28; 0.94]; p value =0.0312) were also associated with
PHID complications.

Classification of CVID patients according to EUROclass
and CD8+ HLA-DR + marker

In symptomatic PHID, the only disease for which a con-
sensual classification exists is CVID. Among the 57
CVID patients in the ALTADIH cohort, EUROclass dis-
tinguishes 1 patient with equal or less than 1% of B cells
of lymphocytes (B- group) from the 56 patients with a
higher percentage (B + group). B + patients were divided
into 15 patients with severe deficiency of class-switched
memory B cells (< 2% of B cells, smB- group) and 40 pa-
tients with more than 2% of class-switched memory B cells
(smB + group). The smB status of one patient could not be
evaluated. EUROclass also discriminates between patients
according to the expansion of CD21'" B cells: above or
below 10% within B cells (CD21'°" versus CD21"*"™). In
our study, among 14 PHID patients with splenomegaly,
11 (79%) were classified in the CD21'" group.

As we found a strong association between PHID compli-
cations and increased CD8+ HLA-DR + T-cells (expressed
as percentages of CD8+ lymphocytes) and because CD8+
HLA-DR + has been involved in CVID [12], we examined
whether the inclusion of CD8+ HLA-DR + in addition to
EUROclass criteria, would improve the prediction of CVID
complications (Table 6). Among 19 patients with CVID
complications and classified with less than 50% risk using
EUROclass, 10 were reclassified with a risk greater than
50% when adding the CD8+ HLA-DR + activation marker.
Moreover, the addition of CD8+ HLA-DR + to the model
increased its predictive value (c statistic 0.57 without

CD8+ HLA-DR +versus 0.77 with CD8+ HLA-DR+, a
value close to 1 indicating a good prediction). Specifically,
adding CD8 + HLA-DR + to EUROclass model leads to a
substantial increase in sensitivity (from 24% to 60%) and
some loss of specificity (from 90% to 80%) (Additional file
7: Tables S3 and Additional file 8: Table S4).

Discussion

In the present study, we focused on three PHID in
adults with symptomatic implications: CVID, IgG SD
and Good’s syndrome (referred in the 2011 update of
Primary Immunodeficiency by the International Union
of Immunological Societies [1]). We used unsupervised
and supervised statistical methods on a cohort of 81
PHID patients in an attempt to select relevant markers
that may be useful for diagnosis and prognosis of these
patients.

Our rationale to pool patients diagnosed with CVID,
IgG SubClass Immuno deficient and Good's patients,
and thus, to include in the ALTADIH cohort the active
file of PHID patients with symptoms in Aquitaine,
South-Western France, was based on the following argu-
ments: 1) Because of its complexity, distinguishing pa-
tients with symptomatic PHID can be challenging for
the diagnosis and the treatment. That is why we did not
focus only on CVID patients, and we wanted to address
the symptomatic PHID population seen in clinical rou-
tine practice by physicians, including IgG SubClass
Immuno deficient patients as well as Good's patients;
2) Literature on IgG subclass deficiency is poor and im-
munological characteristics of these patients have not
been explored as they have been in CVID. Indeed, IgG
subclass deficiency may progress to have typical CVID
[3]. Thus, the study of both CVID and IgG subclass defi-
ciency in a combined analysis was a novel aspect of our
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Table 5 Immunological markers association with CVID complications
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Unit Odds ratio 95% confidence interval p-value
B cells
CD19+ cells/mm? 0.65 [0.36; 1.15] 0.1373
CD27-IgD+ % CD19+ 149 [0.89; 2.48] 0.1310
CD27-1gD- % CD19+ 0.54 [0.24; 1.23] 0.1401
CD27 + gD+ % CD19+ 0.62 [0.34;1.12] 0.1124
CD27 +1gD- % CD19+ 093 [0.29; 0.86] 00119
T cells
CD3+ cells/mm? 0.68 [040; 1.17] 0,1646
CD4+ cells/mm’ 045 [0.26; 0.78 ] 0,0046
CD8+ cells/mm? 1.04 [0.66; 1.62 ] 0.8818
CD4+/CD8+ ratio 0.99 [063;1.56] 0.9649
CD8+ T cells
CDA45RA + CCR7+ % CD8+ 0.69 [043; 1.13] 0.1385
CDA45RA-CCR7+ % CD8+ 0.75 [0.46; 1.25] 02710
CD45RA-CCR7- % CD8+ 138 [0.86; 2.20] 0.1800
CDA45RA + CCR7- % CD8+ 0.77 [048; 1.23] 0.2666
CD8 + CD57+ % CD8+ 1.30 [0.83; 2.06] 0.2567
Activated T cells
CD3 + HLA-DR+ % CD3+ 2.99 [1.56; 5.73] 0.0010
CD4 + HLA-DR+ % CD4+ 2.70 [1.40; 5.23] 0.0032
CD8 + HLA-DR+ % CD8+ 2.75 [1.54; 4.90] 0.0006
Regulatory T cells cells/mm? 041 [0.22; 0.78] 0.0065
Natural Killer cells cells/mm? 0.75 [046; 1.21] 0.2369
Dendritic cells
Myeloid /ml 0.65 [0.36; 1.17] 0.1532
Plasmacytoid /ml 037 [0.18; 0.73] 0.0046
Gammadelta cells cells/mm? 1.30 [0.79; 2.13] 0.3028
Gammadelta 2 cells % GD 052 [0.32; 0.85] 0.0087

Univariable logistic regression analysis (Odds ratio per 1 standard deviation).
ALTADIH Cohort, 2007-2010.

work; 3) Good syndrome (thymoma with immunodefi-
ciency) was listed as a predominantly antibody deficiency
in the 2009 update of Primary Immunodeficiency by the
International Union of Immunological Societies [1].
Based on our view to include eligible patients with
symptomatic PHID seen in routine clinical practice and
this pivotal article, we do not have any arguments to ex-
clude it from eligibility criteria.

First, PCA gave some insight to the association be-
tween the 23 immunological markers measured. An in-
crease in the proportion of HLA-DR + T-cell as an
indication for activation, positively correlated to an in-
crease in CD45RA + CCR7- terminal effector CD8+ T-
cells and to the CD8+ CD57+ immunosenescence
marker, defined one group of markers. In parallel, a de-
fect in B-cell differentiation (increased CD19 + CD27-

IgD + naive B cells and by symmetry, decreased CD19 +
CD27 + IgD- switched memory B cells) might identify
another distinct pathway. The PCA gave the opportunity
to explore and to observe graphically the links between
immunological markers and we made the choice to
present the plane spanned by the two first principal
components because they explained the most the data
variability (43%). Next, we performed a hierarchical clus-
ter analysis on the basis of the cell profile under investi-
gation. As it was more relevant biologically, cluster
analysis was performed with immunological markers ra-
ther than with principal components. Thus, the variance
left on other principal components was not an obstacle
for the cluster analysis.

The cluster analysis separated five major groups in our
PHID population with distinct rates of complications.
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Table 6 Reclassification of 55 CVID patients smB+/-, separated according to experience of complications

Model with EUROclass

Model with EUROclass and CD8+ HLA-DR+ Total

Predicted probabilities (%)

< 50% > 50%

Patients who experienced CVID complications

< 50%

2 50%

Total

Patients who didn’t experience CVID complications
< 50%

> 50%

Total

1 5 6
10 15 25
22 5 27

2 1 3
24 6 30

ALTADIH Cohort, 2007-2010.

The agreements between the two models for classifying the patients are depicted in gray. Adding CD8 + HLA-DR + to EUROclass model leads to better determine
CVID complications for 10 patients who experienced CVID complications (upward movement in category for patients who experienced CVID complications) and to
better determine the absence of CVID complications for 2 patients who did not experience CVID complications (downward movement in category for patients
who did not experience CVID complications). In parallel, it leads to worsened classification for 1 patient who experienced CVID complications (downward
movement in category for patients who did experience CVID complications) and 5 patients who did not experience CVID complications (upward movement in

category for patients who did not experience CVID complications).

The positive net reclassification improvement (0.26) revealed that CD8+ HLA-DR + offers improved prediction of CVID complications.

Particularly, patients in cluster 5 (13 with CVID, 1 with
IgG SD and 2 with Good’s syndrome), 63% of whom
suffering PHID complications, were characterized by a
severe loss of CD19 + CD27 +IgD- switched memory
B-cells whereas patients in clusters 3 and 4, mainly with
CVID (75% and 88% of whom having PHID complica-
tions, respectively) were characterized by increased
HLA-DR + activation of T-cells. Regarding available data
for activated T cells or B cell subsets for 12 normal
healthy donors (Additional file 4: Table S2) and data
from PHID patients in Table 3, activated T cells were
higher in PHID patients from clusters 3 and 4, and
switched memory B cells were particularly lower in
PHID patients from clusters 4 and 5. Furthermore, the
strong association we found between PHID complica-
tions and increased CD8+ HLA-DR + T-cells reinforced
the importance of the link between T-cell activation and
clinical complications. More importantly, in a substudy
with CVID patients, the classification that added CD8+
HLA-DR + to EUROclass was superior to the EUROclass
model in predicting CVID complications. The advantage
of adding CD8+ HLA-DR + to EUROclass resulted in a
substantial increase of sensitivity and some loss of speci-
ficity to determine CVID complications. As a consensus
does not exist for the cut-off of probability, we explored
a threshold of 50% (Additional file 7: Tables S3,
Additional file 8: Table S4).

Our results on switched memory B-cell defect, defin-
ing PHID cluster 5 in particular, are consistent with pre-
vious findings on B-cell phenotype in PHID [4,5,9,10].
Our study also highlights the importance of considering
T-cell activation [12,13] in PHID (clusters 3 and 4 with
increased T-cell activation with the highest percentage
of complications, comprising mainly CVID patients and

the three patients with Good’s syndrome identified in
our cohort as PHID types). Moreover, the occurrence of
two complications considered in addition to those de-
fined by H Chapel et al. [6] (ie: splenomegaly and granu-
lomatous disease) were found with the highest frequency
in the clusters 3 and 4 with increased T-cell activation,
suggesting that the HLA-DR + activation marker could
help to discriminate them. However, this cross-sectional
analysis of data from the ALTADIH cohort does not
allow us to determine whether increased T-cell activa-
tion is a causal factor of PHID progression or if it is in-
duced by PHID complication. Only longitudinal analyses
of activation markers would help in deciphering the role
of T-cell activation, determining whether or not patients
with normal phenotype will progress to an abnormal
phenotype and will develop complications. Adding T-cell
parameters for discriminating PHID patients is import-
ant to better dissect these heterogeneous syndromes.
This has been previously suggested in CVID [31] by sev-
eral authors especially the Rome group [11] (Giovannetti
et al.) as well as the Czech group [32] (Vlkova et al.) and
the French DEFI group [7] (Mouillot et al.). These au-
thors suggested CD4 naive T cell percentage as add-
itional marker in CVID. Markers of CD4+ T-cell
differentiation were not performed in our study. At the
time of research protocol writing, set up in 2005, the im-
portance of CD4+ T-cell differentiation has not been re-
ported in PHID literature as it would be few years later.
Thus, markers of CD4+ T-cell differentiation have not
been planned in the ALTADIH protocol and the pro-
spective design of the study did not allow for this B-cell
marker to be assessed afterwards. This is a clear limita-
tion of the study. However, previous authors also
highlighted that a decrease of naive CD4 cells was also
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associated to T-cell activation and it would not be un-
reasonable to consider T-cell activation as an indirect
marker of decreased naive CD4 cells in our study. In
addition, the signification of the memory status in the
CD4+ compartment has been a subject of debates until
recently as exemplified by Su LF, et al. [33].

Conclusion

To date, PHID diseases have only been examined through
the analysis of separated compartments of the immune
system. On this ground, our approach of combining a
wide set of immunological markers using appropriate stat-
istical methods for the high-dimensional is a novel aspect
in PHID. The meaning of the identified clusters would
need to be validated with a larger number of patients, for
example the French national prospective Cohort DEFI [7].
It would be the opportunity to include markers of CD4+
T-cell differentiation in the analyses and consider potential
other markers, as mucosal associated invariant T cells
[34,35], recently reported in CVID [36].

In conclusion, by combining a wide set of immuno-
logical markers, this study reveals that T-cell activation
could be of additional value to discriminate patients with
specific PHID features. Such information might have im-
plications for diagnosis and clinical management. A sys-
tematic recording of the HLA-DR + phenotype in every
patient with PHID seems relevant.
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Additional file 1:Table S1. References of the panels of monoclonal antibodies used for

identifying cells by flow cytometry using a FC500 flow cytometer from Beckman-

Coulter.
Cells labelling* Monoclonal antibodies = References
B-cell differentiation anti-CD19 A07766
anti-CD27 6607107
anti-CD21 PN IMU473U
anti-slgD 736000
T-cell differentiation anti-CD8 A07756
anti-CD45RA PN IM 271U
anti-CCR7 from R&D  FAB197A
(Minneapolis, MN, USA)
HLA-DR T-lymphocyte activation markers TetraChrome 6607013
(anti-CD45, -3, -4 and -8
anti-HLA-DR ~ PNA40579
CD25 T-lymphocyte activation marker anti-CD3, -4 and -8 6607013
anti-CD25 IM2646
CD28 T-lymphocyte activation marker anti-CD3, -4 and -8 6607013
anti-CD28 6607108
CD38 T-lymphocyte activation marker anti-CD3, -4 and -8 6607013
anti-CD38 A07780
Regulatory T-cells anti-CD4 A07750
anti-CD25 IM2646
anti-CD127 PN IM1980U
NK/B cells anti-CD45, -56, -19 and -3 6607073
anti-CD16 A07766
Myeloid dendritic cells Beckman Coulter kit A23413
Plasmacytoid dendritic cells Beckman Coulter kit A23416
T cells expressing the gamma/delta TCR anti-Vdelta2 PN IM1464
anti-pan-delta PN IM1418U

*T and B-cell subpopulation counts were obtained using the flow count beads kit from
Beckman-Coulter Flow Count (ref: 7547053) following a lyse (Versalyse ref: A09777) and no

wash procedure according to the manufacturer’s recommendations.
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Additional file 2: Figure S1. Gating strategies for flow cytometric assessment of
activated T-lymphocytes and other major lymphocyte sub-populations in the blood (in
Panel A, applied to a normal healthy donor whereas, in Panel B, applied to a CVID
patient. Panel C depicts the B/NK cells phenotyping of the CVID patient).
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Additional file 3: Figure S2. Immunological markers of 12 healthy donors, plotted on the

first two principal components.



Additional file 4: Table S2. Immunological marker values of normal patients.

Unit Records Median IQR

Total circulating lymphocytes (TCL) cells/mm’ 101* 2100 (1600, 2400)

B cells CDI19+ cells/mm’ 101* 300 (200, 400)

% TCL 101* 32 (28, 39)

Naive CD27-IgDh+ % 12 67.45 (55.49,

CD19+ 74.58)

Switched CD27-IgD- % 127 275 (1.82,6.48)
CD19+

Marginal zone CD27+IgD+ % 127 9.25 (6.07,15.45)
CD19+

Switched memory ~ CD27+IgD- % 12 16.04 (11.88,

CD19+ 20.01)

T cells CD3+ cells/mm’ 101* 1400 (1100, 1700)

CD4+ cells/mm’ 101* 800 (700, 1100)

CD8+ cells/mm’ 101* 700 (500, 900)

CD4+/CD8+ ratio 101* 1.2 (1.0, 1.5)

Naive CD45RA+CCR7+ % CDS8+ 8" 55.64 (44.57,

62.19)

Central memory CD45RA-CCR7+ % CD8+ 8" 0.86 (0.57,1.32)

Effector memory CD45RA-CCR7- % CD8+ 8" 23.13 (17.89,

32.09)

Terminal CD45RA+CCR7- % CD8+ 8" 31.87 (13.97,

effector 24,03)

Immunosenescent CD8+CD57+ % CD8&+ 8" 1.11  (0.92, 4.20)

Activated T cells

HLA-DR CD3+HLA-DR+ % CD3+ 127 6,36 (5,04, 8.29)

CD4+HLA-DR+ % CD4+ 127 6,63  (4.25,7.60)

CD8+HLA-DR+ % CD8+ 127 14,68 (10.12,

19.68)

Regulatory T cells ~ CD4+CD25+CD127- cells/mm’ 127 54 (39, 79)

Natural Killer cells CD3-CD16+CD56+  cells/mm’ 225 (158, 294)




Dendritic cells

Myeloid mDC /ml 120 14547 (8544,

20648)
Plasmacytoid pDC /ml 127 7233 (5551,9617)
Gammadelta cells cells/mm’ 8" 52 (43, 94)
Gammadelta 2 cells % GD 8" 1.90 (1.43,4.13)

*Data from 101 normal adults (45 male, 56 female) aged 18 to 70 years, with a median age of
40 years. Erkeller-Yuksel FM et al. J Pediatr 1992 Feb;120:216-22.
"Data available from 12 normal adults (4 male, 8 female) aged 23 to 56 years, with a median

age of 31 years (missing values for some markers).
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Additional file 6: Figure S4. Classification of 55/57 CVID patients by
hierarchical cluster analysis, according to 23 immunological markers involved in

the disease. ALTADIH Cohort, 2007-2010.



Additional file 7: Table S3. Sensibility [95% confidence interval] and specificity [95%
confidence interval] of the model EUROclass to determine CVID complications with a

probability > 50% or <50%.

Probability of CVID complications Complication =yes = Complication=no TOTAL
predicted by model with EUROclass

> 50% 6 3 9
<50% 19 27 46
TOTAL 25 30 55

Sensitivity = 24.0 % [12.7; 35.3]
Specificity = 90.0 % [82.1; 97.9]



Additional file 8: Table S4. Sensibility [95% confidence interval] and specificity [95%
confidence interval] of the model EUROclass and CD8+HLA-DR+ to determine CVID

complications with a probability > 50% or < 50%.

Probability of CVID complications Complication =yes = Complication=no TOTAL
predicted by model with EUROclass
and CD8+ HLA-DR+

> 50% 15 6 21
<50% 10 24 34
TOTAL 25 30 55

Sensitivity = 60.0 % [47.1; 72.9]
Specificity = 80.0 % [67.1; 92.9]



3.5. Discussion
Dans le cadre de ce travail, nous avons identifi§ groupes de patients, parmi lesquels le
pourcentage de complications variait considérabidmea combinaison de I'ensemble des
marqueurs impliqués dans les déficits immunitairesoraux primitifs symptomatiques de
I'adulte a rapporté I'existence de deux mécanistigincts associés a des complications non
infectieuses. La diminution des lymphocytes B atigmentation des lymphocytes T activés
HLA-DR+ étaient les anomalies les plus importardbservées dans les complications non
infectieuses. En outre, dans un sous-groupe deafiégngs atteints de déficit immunitaire
commun variable, la classification ajoutant le nuawuy d’activation des lymphocytes T
CD8+HLA-DR+ a la classification consensuelle EURS3s, basée uniquement sur les
anomalies des lymphocytes B, permettait de mieadipr les complications non infectieuses
gue la classification EUROclass seule. En plus d@mées connues sur I'implication du
déficit en lymphocytes B dans les déficits immunés humoraux primitifs symptomatiques
de I'adulte, nos résultats ont souligné l'importarae l'activation des lymphocytes T, en
particulier celle du marqueur CD8+HLA-DR+ qui paitr permettre d’améliorer la
discrimination des patients et aider a identifiess dgroupes de patients avec des profils

cliniques distincts.

Plusieurs points méritent d’étre soulignés quala gflexion menée autour de I'application
de I'analyse en composantes principales et deaksification hiérarchique ascendante autour
de I'exemple concret des déficits immunitaires hrana primitifs symptomatiques de
'adulte. Tout d’abord, pour prendre en compte destés de mesure différentes (%,
cellules/mni ou /mL), les données ont été centrées réduitds, Panalyse en composantes
principales a permis de décrire de maniére graghajtapprofondie les relations étroites en
variables. Elle a notamment permis de mettre etleénge la forte corrélation existant entre les
marqueurs d’activation HLA-DR+ des lymphocytes T33H)CD4+ et CD8+. Un autre point

a souligner est notre choix de réaliser la classifon hiérarchique ascendante a partir des
marqueurs immunologiques et non a partir des coamtes principales. Aprés réduction de
dimension de données, les premieres composantexigales résumant le mieux
I'information peuvent étre utilisées dans des mesl@lassiques de régression ou pour des
analyses autres [Song et al., 2009]. Notre choixéddiser la classification hiérarchique
ascendante a partir des marqueurs a été guidé meameilleure pertinence clinique de
l'interprétation des clusters a partir des margseimmunologiques. Au terme de la
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classification hiérarchique ascendante, les clsispeésentant le plus haut pourcentage de
complications étaient ceux présentant le plus pautcentage d’activation lymphocytaire T
et un déficit en lymphocytes B. Suite a des didonssétroites avec les cliniciens, nous
avions considéré une définition plus large des dmapons non infectieuses par rapport aux
phénotypes référencés par Chapel H et al (auto-mitéyu hyperplasie lymphoide,
entéropathies chroniques) [Chapel et al., 2008hamt en compte en plus la splénomégalie et
les granulomatoses dans la définition des compbicatnon infectieuses pour notre étude
[Viallard et al., 2006]. En particulier, les patieratteints de ces deux complications étaient
regroupés dans les clusters présentant le pluspoamtentage d’activation lymphocytaire T,
suggérant ainsi que [l'activation lymphocytaire Tupait permettre d’améliorer la
discrimination de ces patients.

L’étude préalable exploratoire approfondie des mawngs ayant permis de mettre en
évidence, en plus des anomalies connues sur lephbegtes B, limportance de
laugmentation des marqueurs d’activation lymphaogt T HLA-DR+, nous l'avons
complétée par une étude des marqueurs associéswuvienue de complications, via une
méthode classique de régression logistique. Ceétthade a confirmé l'association la plus
marquée de l'augmentation du marqueur d’activates lymphocytes T CD8+HLA-DR+
avec les complications non infectieuses et I'asdgmri des anomalies connues sur le déficit
en lymphocytes B. Enfin, la classification la plosnsensuelle existant chez les patients
atteints de déficit immunitaire commun variable @Qclass) [Wehr et al., 2008], I'ensemble
de ces résultats nous a conduit a évaluer, chegatests, I'apport du marqueur d’activation
CD8+HLA-DR+ a cette classification, via la méthatimdex de reclassification proposée par
Pencina MJ et al [Pencina et al., 2008] (voir arenéd>et tableau 6 de I'article section 3.4.1).
La classification ajoutant ce marqueur a la clasgibn consensuelle EUROclass, basée
uniquement sur les lymphocytes B, permettait daurprédire les complications (aire sous la
courbe = 0.57 sans le marqueur CD8+HLA-DR+ conti@ @vec ce marqueur). Ajouter ce
marqueur a la classification EUROclass permet@iamment de mieux reclasser 10 patients
ayant eu des complications non infectieuses pgrora@u modéle EUROclass seul (patients
classés avec une probabilité de complications €58vec le modéle EUROclass seul alors
gue classés avec une probabitit80 % avec le modéle EUROclass et CD8+HLA-DR+).

Nos résultats nécessitent d'étre validés a plugelachelle avec, dans I'application des
méthodes proposeées, linclusion des marqueurs ftiraticiation des lymphocytes T CD4+
manquants dans notre étude et d’autres marquawsggdemment rapportés dans les déficits

immunitaires humoraux primitifs de I'adulte [Litzmaet al., 2012]. A ce titre, il existe en
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France une large cohorte, nommée DEFI, de patiatiints de déficits immunitaires
primitifs [Oksenhendler et al., 2008]. De plushidyse transversale des données d’inclusion
de notre cohorte ne nous permettait pas d’'établirethtion causale entre 'augmentation des
lymphocytes T activés dans le sang des patiengmntttde déficits immunitaires primitifs
symptomatiques et la survenue de complications.

L’analyse descriptive des premieres données lodigitles disponibles de la cohorte
ALTADIH a donné lieu a un stage de Master 1 Saniglifue dont I'objectif était de décrire
I’évolution des marqueurs d’activation lymphocwyaif (durée de 2 mois, co-encadrement :
Pr Rodolphe Thiébaut, Dr Marie-Quitterie Picat)tt€eanalyse a rapporté une stabilité de
I'activation des lymphocytes T dans le temps etsstaitement, témoignant de I'absence
d’effet des immunoglobulines substitutives surti\eation. De plus, dans les clusters 1 et 2 de
notre étude qui présentaient le plus faible pousgen d’activation, I'activation est restée
stable au cours du temps et aucune complicationimfestieuse n’est survenue pendant la
période de suivi, permettant d'émettre I'hypothgsetentielle que l'augmentation de
I'activation lymphocytaire T pourrait étre plus uoause qu’une conséquence de la survenue

des complications.

3.6. Conclusion et perspectives
L’analyse transversale des données d'inclusion d#&rencohorte par des méthodes
exploratoires multidimensionnelles nous a permissdaligner I'importance de I'activation
immunitaire chronique au cours des déficits immaires humoraux primitifs
symptomatiques de l'adulte. La réflexion menée @autte cet exemple concret montre la
complémentarité des méthodes non supervisées ppartar des informations pertinentes
pour guider la mise en ceuvre de méthodes supesyisémme les méthodes classiques de
régression [Aguilera et al., 2006 ; Lugli et alQ0Z], ou d'autres méthodes, comme la
méthode d’index de reclassification utilisée daatiecétude. Ce travail montre également
l'intérét, dans le contexte de pathologies rarescapeu de patients, de la nécessité
d’employer des méthodes utilisant I'ensemble desumes disponibles pour extraire des
informations immunologiquement pertinentes (idecaiion spécifique de I'importance du
marqueur d’activation lymphocytaire T CD8+HLA-DR&mmi les 23 marqueurs étudiés).
De plus, la littérature rapportée dans les défigtemunitaires humoraux primitifs
symptomatiques de I'adulte impliquant 'ensemble deteurs de I'immunité, cet exemple
concret illustre I'apport des méthodes intégratigesr étudier le systeme immunitaire dans
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sa globalité dans les pathologies ou les acteurdimenunité innée et de I'immunité

adaptative sont mis en jeu.
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4. DETERMINANTS DE L 'ACTIVATION IMMUNITAIRE CHRONIQUE
CHEZ LES PATIENTS ADULTES ATTEINTS DE VIH

TRAITES EFFICACEMENT

4.1. Problématique
Grace a l'efficacité et la généralisation des thi&s antirétrovirales hautement actives,
I'incidence des cas de SIDA (Syndrome de I'lmmunibédénce Acquise) et la mortalité des
personnes infectées par le VIH ont beaucoup dimidags les pays ou I'accés aux soins est
généralisé. Néanmoins, une des caractéristiquémfition a VIH chez les patients traités
avec une charge virale indétectable est un étattiddion du systéme immunitaire qui
persiste, malgré le traitement. Cette activatiomimitaire chronique sur le long terme est un
élément clé de la physiopathologie de l'infecti@n @ VIH et un puissant facteur prédictif de
progression de la maladie, indépendamment de legeharale [Deeks, 2001 ; Sodora et
Silvestri, 2008]. Elle est responsable non seuléndess complications liées au VIH mais
également des comorbidités non liées au VIH [Hswd.£2012 ; Plaeger et al., 2012 ; Tebas
et al., 2008]. Ainsi, les défis auxquels sont confés les praticiens pour ces patients se sont
étendus de la prise en charge des évenementsuemlggs au VIH a celle de comorbidités
chroniques, comme les maladies cardiovasculaiessinialadies rénales, le cancer ainsi que
des troubles neurologiques et osseux.
L’étude des déterminants qui concourent a une at@iv immunitaire chronique chez les
patients adultes atteints de VIH traités avec unarge virale indétectable constitue un
domaine de recherche intense, plusieurs hypothdsesecherche ayant été explorées.
L’interféron alpha a un réle majeur dans 'actigatimmunitaire chronique et est rapporté
comme un facteur prédictif de la progression ditifans persistantes [Teijaro et al., 2013 ;
Wilson et al., 2013 ; Zhou et al., 2014], incluéatVIH [Acchioni et al., 2015 ; Cha et al.,
2014 ; Ries et al.,, 2012]. Le cytomégalovirus (CM®) la translocation microbienne
[Brenchley et al., 2006 ; Jiang et al., 2009, Kktttal., 2013] ont été rapportés comme des
facteurs de genése de I'activation immunitaire olgwe [Appay et Sauce, 2008]. Du fait de
la prévalence et de lintensité de la réponse imtaite au cytomégalovirus, des
interventions contre l'infection chronique a cytayatovirus ont été testées [Hunt et al.,
2011]. La réponse a l'auto-immunité a eégalementsatggérée comme impliquée mais reste
trés peu explorée dans le VIH [Stratton et al. 2006rmis les travaux spécifiques de Rawson
et al, sur le role, dans l'infection chronique aHYIde certains antigenes issus de produits
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apoptotiques, tels que l'actine, la vimentine eta@aine [Rawson et al., 2007]. Ainsi, les
déterminants qui concourent & une activation immainei chronique sont multifactoriels. En
particulier, la contribution respective a I'activat immunitaire chronique de chacun des

facteurs proposés reste encore mal €élucidée.

4.2. Travaux antérieurs utilisant une méthode de régressn

linéaire multivariable
Cet état des connaissances a donné lieu a la migaee, au CHU de Bordeaux, d'une étude
financée par un appel d’'offre interne et Sidactiétude transversale ACTHIV nichée au sein
de la Cohorte ANRS CO3 Aquitaine de patients ifeqiar le VIH, Dr Isabelle Pellegrin,
Laboratoire d’Immunologie en collaboration avec3ervice de Maladies Infectieuses et
Médecine Interne, CHU de Bordeaux. L'objectif ddteectude était d’évaluer le rble de
I'infection par le cytomégalovirus, de I'auto-imnitéhet de la translocation microbienne dans
I'activation immunitaire chronique, mesurée parpportion de lymphocytes T CD8+
exprimant les marqueurs HLA-DR+ et CD38+ chez lasepts atteints de VIH traités avec
une charge virale indétectable.
Au total, 191 patients ont été inclus dans I'étédeTHIV. Les travaux préalables de notre
équipe, utilisant des méthodes de régression fméaiultivariable, ont rapporté que la
réponse immunitaire induite par le cytomégalovimgsurée par plusieurs marqueurs, était
indépendamment associée a l'activation immunitaimonique (analyse de la positivité du
test Quantiféron (p=0,0238), analyse de la pos#tidu test ELISPOT (p=0,0141) et, dans le
sous-groupe des patients HLA-A*0201, analyse dedsitivité des lymphocytes T CD8+
pp65 spécifiques du cytomégalovirus (p=0,0538)).r&ranche, aucune association n’était
retrouvée entre l'activation immunitaire chronigat la réponse immunitaire induite par
'auto-immunité en analyses ajustées. De méme, u@ssociation n’était retrouvée entre
I'activation immunitaire chronique et les marquedestranslocation microbienne (rADN 16S
et marqueur CD14 soluble).
Les résultats de ce travail ont fait I'objet d’'ymgblication courte dans le Journal of Infectious
Diseases en 2013 [Wittkop et al., 2013]. Le tablsgothétisant les principaux résultats de

cette étude est présenté ci-apres.
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Deux limites sont a souligner dans cette analyse. Chaque processus immunpbgiitie

dire la réponse immunitaire induite par le cytomégalovirus, la réponse immunitaire induite par

I'auto-immunité et la translocation microbienne, peut étre mesuré par différents marqueurs

Ainsi, chaque analyse séparée, selon les marqueurs disponibles dans I'étude ACTHIV, ne

reflete qu’en partie le processus immunologigue sous-jacent. De plus, les détermpimants

concourent a une activation immunitaire chronique chez les patients avec une charge virale

indétectable sous traitement sont multifactorigispliquant également un réle majeur de

l'interféron alpha. La réponse immunitaire induite par l'auto-immunité est notamment
étroitement liée a la sécrétion d’interféron alpha dans de nombreuses maladies auto-immunes
chroniques [Banchereau et Pascual, 2006 ; Blanco et al., 2008] (« signature interféron »
indirectement estimée par I'analyse de I'expression des genes de linterféron alpha). A ce
jour, elle reste insuffisamment explorée dans le VIH. En particulier, dans I'étude préalable, le
rle de la réponse immunitaire induite par I'auto-immunité a pu étre sous-estimé du fait que le
dosage semi-quantitatif des anticorps anti-noyaux n’est potentiellement pas assez fin pour
évaluer cette réponse dans le VIH et du fait des faibles valeurs de pourcentages des
lymphocytes T CD8+ spécifiques des antigenes issus de produits apoptotiques (actine,
vimentine, lamine), pris en compte dans des analyses séparées. En parallele, les relations entre
les processus biologiques sont complexes et potentiellement non directes deux a deux,
impliquant des processus intermédiaires. De plus, le cytomégalovirus est également capable
de stimuler la production d’interféron alpha via I'expression des genes de l'interféron alpha
[Yang et al., 2005].

Ainsi, dans le contexte de I'activation immunitaire chronique chez les patients atteints de VIH
traités efficacement, des méthodes alternatives aux méthodes classiques apparaissent
nécessaires pour prendre en compte les marqueurs multiples reflétant un processus
immunologique et modéliser des relations complexes entre ces processus immunologiques.
Les méthodes d’analyse dites intégratives visent a prendre en compte I'ensemble des données
disponibles. Parmi ces méthodes, les modéles d’équations structurelles sont des méthodes
pour lesquelles un certain nombre d’hypothéses sont faites quant aux associations qu’'on peut
s’attendre a observer. Les modeles d’équations structurelles permettent de prendre en compte
de multiples variables décrivant un ou plusieurs processus et la modélisation explicite des
relations entre les processus. Ces modeéles apparaissent dés lors d'un intérét majeur dans

I'étude de processus multifactoriels. C’est cette derniére approche d’analyse intégrative par

modele d’équations structurellgge nous avons propose, comme alternative aux méthodes de
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régression, pour mieux comprendre les déterminants qui concourent a [l'activation
immunitaire chronique chez les patients atteints de VIH traités efficacement.

La description et les concepts généraux des modeles d’équations structurelles sont présentés
en section 4.3 et l'application de cette méthode dans I'étude ACTHIV en section 4.4. Une

discussion de ces travaux est proposée en section 4.5.

4.3. Apport des modéles d’équations structurelles pour étudier des

relations complexes entre variables
Les modeles d’équations structurelles, nommés SEM pour Structural Equation Modelling, ont
été développés initialement dans le domaine des sciences sociales et comportementales a
partir des années 1970 [Pearl, 2001]. Les modeéles d’équations structurelles permettent de
modéliser des variables appelées latentes, variables qui existent conceptuellement mais ne
sont pas directement observables ou observées [Bollen, 2002]. Ce concept de variable latente
trouve son sens notamment en sciences sociales et comportementales ou I'on cherche a
mesurer des phénomenes non directement observables, tels que la perception d’'un phénomene
donné, pour exemple la qualité de vie, concept multidimensionnel mesuré par un ensemble
d’échelles, expliquant ainsi la popularit¢ des modeles d’équations structurelles dans ces
disciplines [Bollen et Noble, 2011].
Les modéles d’équations structurelles correspondent a des modeles de régression représentant
les relations supposées entre les données et sont utilisés pour tester la significativité statistique
de ces relations. Du fait de leur utilité, étendre leurs applications a des champs autres, tels que
la recherche biomédicale, a été souligné ces dernieres années [Beran et Violato, 2010],
ouvrant ainsi la voie a I'apport de ces méthodes dans le champ de I'épidémiologie analytique
[Arlinghaus et al., 2012 ; Bollen et al., 2013 ; Dahly et al., 2009 ; Mansiaux et al., 2015 ; Tu,
2009 ; VanderWeele, 2012].

4.3.1. Variables observées et variables latentes
Les méthodes classiques de régression se basent sur l'utilisation de variables observées
uniguement. Les modeles d’équations structurelles se basent sur I'utilisation de deux types de
variables : les variables observées et les variables latentes. Comme présenté, les variables
latentes sont des variables non observées, pour lesquelles aucune mesure directe n’existe mais
dont I'existence peut étre révélée par des associations avec des variables observées, supposées
étre le reflet d’'un phénomeéne latent non observable [Grace et al., 2012]. Ceci sous-entend

62



ainsi que plusieurs variables observées peuvent étre des mesures imparfaites d’'un concept

sous-jacent [Chavance et al., 2010].

4.3.2. Diagramme de chemin
En fonction de la complexité du phénoméne a modéliser, une fagcon simple de représenter les
hypothéses formulées est d'utiliser un diagramme de chemin (path diagram). Les modéles
SEM pouvant rapidement contenir un grand nombre de variables et de relations, et par
conséquent reposer sur un grand nombre d’équations, les diagrammes de chemin constituent
un outil majeur pour une représentation graphique des hypotheses formulées, phase cruciale
qui sera une base pour tous les choix méthodologiques et I'écriture des modéles
mathématiques [Dumas et al., 2014].
Des conventions régissent I'écriture des diagrammes de chemin [Budtz-Jorgensen et al.,
2002]. Les ellipses représentent généralement les variables latentes tandis que les rectangles
ou carrés sont le plus souvent utilisés pour les variables observées. Les fleches simples
représentent le sens de la relation entre deux variables. Les conventions des modéles
d’équations structurelles impliguent que les variables observées sont des variables
dépendantes de la variable latente a laquelle elles sont associées. Il en résulte graphiguement
que les fleches vont de la variable latente vers les variables observées correspondantes. Puis, a
partir de la représentation graphique des relations supposées entre variables, sont ensuite
écrites I'ensemble des équations structurelles associées au modéle SEM.

4.3.3. Modele d’équations structurelles complet

Les modéles SEM constituent ainsi une méthode d’analyse intégrative permettant de
représenter, estimer et tester un modéle théorique explicatif de relations supposées linéaires
entre plusieurs variables observées ou non, et ou des effets directs et des effets indirects
peuvent étre quantifiés [Ditlevsen et al., 2005].

Le modele SEM complet est composé de deux sous-modéles, le modele de mesure
(measurement model) et le modéle structurel (structural model). Le modéle de mesure permet
de définir le nombre de variables latentes ainsi que la maniére dont elles sont liées aux
données observées. Classiqguement, le modele structurel est une régression linéaire des
variables latentes les unes aux autres. La combinaison du modéle de mesure et du modele

structurel constitue le modele SEM complet [Sanchez et al., 2005].
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4.3.4. Exemple d’'un diagramme de chemin et équations structurelles associées
A partir de I'exemple de diagramme de chemin illustré en figure 3 ci-apres, sont présentées

les équations structurelles associées.

Modéle de mesure 1 Modele de mesure 2

Modeéle structurel

&

) T )

Figure 3. Exemple de diagramme de chemin d’un modele SEM.

Légende.n : variable latente (ellipse), X : variable observéeectangle ou carré),/ :
coefficient liant une variable latente a une variable obsergéecoefficient de régression
liant deux variables latentes,: erreur de mesure d'une variable observée, erreur

résiduelle d’'une variable latente. Intercepts non représentes.

Les équations correspondant au modéle de mesure 1 peuvent étre représentées ainsi :
Xl = /]1,71 + gl

Xy =AM+ &,

Xy=AgN +&;

Les équations correspondant au modele de mesure 2 peuvent étre représentées ainsi :
Xy =Ad, +E,
Xs=Ad], *+ &
Xe=Adl, + &

L’équation du modéle structurel peut étre représentée ainsi.

,72 2181’71"'(2



4.3.5. Construction d’'un modele SEM et sélection du modéle
Une fois le diagramme de chemin théorique desioalatsupposées établi, le modeéle SEM va
estimer et tester 'adéquation des données a celmadldeorique. Pour éviter les probléemes
d’identifiabilité, il est généralement recommande dimensionner les variables latentes,
I'approche la plus classique étant de fixer laarace de la variable latente a 1. Parmi les
différentes méthodes d’estimation existantes, ifigsieur du maximum de vraisemblance est
couramment utilisé et cherche a maximiser la vraidance des estimations par rapport aux
données. L'intérét de la construction d’un modéiMSest de savoir dans quelle mesure les
hypothéses construites sont concordantes avemiesds. Une fois les paramétres estimeés,
I’évaluation globale de I'adéquation du modeleréstisée via différents index rapportés dans
les SEM, dont les plus connus sont ceux rappodéddp LT et Bentler PM [Hu et Bentler,
1999], puis la significativité statistique des ewstiions est le dernier critere employé pour
évaluer la pertinence des paramétres individuelg p® modele. Une fois le modéle final
établi, les paramétres standardisés sont génénaleprésentés, permettant ainsi une
comparaison des forces d’associations relative® @ariables observées et/ou latentes.
Les aspects présentés ci-dessus pour la construdtim modéle SEM sont explicités en
détails dans la revue proposée par Sanchez BN ®aathez et al., 2005].

4.4. Application

Ayant a disposition dans I'étude ACTHIV plusieursangqueurs pour chaque processus
immunologique ainsi que des données d’expressiengdees de l'interféron alpha, nous
avons investigué plus en avant, via une analységiative par modeles d’équations
structurelles, le role de la réponse immunitairduite par le cytomégalovirus, la réponse
immunitaire induite par l'auto-immunité et la tréotation microbienne dans I'activation
immunitaire chronique ainsi que le role de I'inégdn alpha dans ces relations. L'utilisation
de variables latentes a permis de prendre en cobeptemble des marqueurs caractérisant
un processus immunologique. Ainsi, quatre varialantes ont été considérées :

i) une variable latente « réponse immunitaire itelpar le cytomégalovirus », a partir

des valeurs des tests Quantiféron, pp-65 ELISPOTdet pourcentages de

lymphocytes T CD8+ pp65 spécifiques du cytomeégalsyi

i) une variable latente « réponse immunitaire itelpar I'auto-immunité », a partir

des anticorps anti-noyaux et des pourcentagesnaeghlgcytes T CD8+ spécifiques des

antigenes issus de produits apoptotiques (actimentine, lamine),
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iil) une variable latente « translocation microlwiens, a partir des marqueurs rADN
16S et CD14 soluble,
iii) une variable latente « interféron alpha », atp des données d’expression de 5
genes de l'interféron alpha.
Les relations supposées entre variables ont ééebasir la littérature et des discussions avec
les immunologistes. Nous avons formulé I'hypothedeffets directs de la réponse
immunitaire induite par le cytomégalovirus, de &panse immunitaire induite par I'auto-
immunité et de la translocation microbienne swtiation immunitaire chronique mais aussi
d’effets indirects via un réle médiateur de lirfiégon alpha. Le diagramme de chemin

théorique proposé est présenté en figure 1 décladection 4.4.1.

4.4.1. Article soumis a AIDS

Ce travail a donné lieu a I'écriture d’'un articleginal, actuellement soumis a AIDS et
présenteé ci-apres.

66



AIDS

Integrative analysis of immunological data to explore chronic immune activation in
successfully treated HIV patients.

Manuscript Number:

Full Title:

Article Type:
Keywords:

Corresponding Author:

Corresponding Author Secondary
Information:

Corresponding Author's Institution:

Corresponding Author's Secondary
Institution:

First Author:
First Author Secondary Information:

Order of Authors:

Order of Authors Secondary Information:

Abstract:

--Manuscript Draft--

AIDS-D-15-00881

Integrative analysis of immunological data to explore chronic immune activation in
successfully treated HIV patients.

Original paper (Clinical)

Cytomegalovirus-induced immune response; autoimmune-induced immune response;
microbial translocation; alpha-interferon-stimulated genes; HIV chronic immune
activation; integrative analysis; structural equation modelling.

Rodolphe THIEBAUT, MD, PhD
INSERM U897
Bordeaux, FRANCE

INSERM U897

Marie-Quitterie PICAT

Marie-Quitterie PICAT

Isabelle PELLEGRIN

Juliette BITARD

Linda WITTKOP

Cécile PROUST-LIMA

Benoit LIQUET

Jean-Frangcois MOREAU
Fabrice BONNET

Patrick BLANCO

Rodolphe THIEBAUT, MD, PhD

Objectives. To unravel the complex relationships between cytomegalovirus-induced-,
autoimmune-induced immune responses, microbial translocation and chronic immune
activation (CIA) in successfully treated HIV-infected patients and to explore the
mediating role of alpha-interferon in these processes.

Design. Cross-sectional study nested in the ANRS CO3 Aquitaine Cohort, a
prospective hospital-based cohort of HIV-1-infected patients in South-Western France.
Methods. Patients initiated antiretroviral therapy between 2005 and 2008 and were
treated with sustained virological suppression for at least two years. CIA was defined
by % HLA-DR+/CD38+CD8+T-cells. Integrative analyses were conducted using
structural equation modelling (SEM).

Results. The main analysis was performed in 57 HLA-A*0201 positive patients, due to
availability of % of actin-, vimentin-, lamin-specific CD8+T-cells (HLA-A2-restricted
tests) to further characterize autoimmune response. Cytomegalovirus-induced immune
response was assessed by Quantiferon and pp-65 ELISPOT. SEM revealed a direct
effect of cytomegalovirus-induced immune response on CIA (standardized estimate
Bstd=0.56, p-value=0.0004). The effect of autoimmune-induced immune response on

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Suggested Reviewers:

Opposed Reviewers:

CIA was indirect through alpha-interferon pathway, assessed by expression levels of 5
alpha-interferon-stimulated genes ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OAS1 (effect of
autoimmune response on alpha-interferon: Bstd=0.36, p-value=0.0401; effect of alpha-
interferon on CIA: Bstd=0.39, p-value=0.0044). Microbial translocation as measured by
16SrDNA and sCD14 was not associated with CIA. Results were consistent in 142
patients in whom cytomegalovirus and auto-immunity responses were measured by
Quantiferon and anti-nuclear antibodies, respectively.

Conclusion. The role of cytomegalovirus-immune response on CIA was confirmed as
well as the involvement of alpha-interferon on CIA. An effect of auto-immunity
response on CIA was revealed through the alpha-interferon pathway.

Victor APPAY

victor.appay@upmc.fr

Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie, CR7, Centre d’'Immunologie et
des Maladies Infectieuses (CIMI), F-75013, Paris, France.

Raphael GOTTARDO

rgottard@fhcrc.org

Fred Hutchinson Cancer Research Center, 1100 Fairview Avenue North, M2-C200
Seattle, WA 98109, United States of America

Steven Grant DEEKS

sdeeks@php.ucsf.edu

Department of Medicine, San Francisco General Hospital, University of California, San
Francisco, San Francisco, CA 94110, United States of America

Laurence WEISS
laurence.weiss@egp.aphp.fr
Institut Pasteur, 25 rue du Dr Roux, 75015 Paris, France

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



TITLE PAGE

Full title. Integrative analysis of immunological data to explore chronic immune
activation in successfully treated HIV patients.

Character count for full title: 118 (120 charactersaximum)

Short title/Running head. Chronic immune activationin HIV.

Character count for short title: 33 (40 charactenmximum)

Authors and affiliations

Marie-Quitterie  PICAT?*3*° |sabelle PELLEGRIR Juliette BITARD, Linda
WITTKOP'?34 Cécile PROUST-LIMA? Benoit LIQUET"’, Jean-Francois MOREAY?

Fabrice BONNET®*° Patrick BLANCO®® Rodolphe THIEBAUT***°and the ANRS
CO3 Aquitaine Cohort

! INSERM, ISPED, Centre INSERM U897 - Epidemiologimdatistique, F-33076
Bordeaux, France

2 Univ. Bordeaux, ISPED, Centre INSERM U897-Epidemipé-Biostatistique, F-
33076Bordeaux, France

% Service d’Information Médicale, USMR, CHU de Bordea Pdle de Santé Publique, F-
33076 Bordeaux, France

*INRIA, Team SISTM, F-33076 Bordeaux, France

®Vaccine Research Institute-VRI, Hopital Henri Mond®réteil, France

® Laboratoire d’Immunologie-Immunogénétique, PdleBiglogie, CHU Bordeaux, F-33000
Bordeaux, France

"School of Mathematics and Physics, The Universit@)@eensland, Saint Lucia, Australia

8 Univ. Bordeaux, F-33076 Bordeaux, France

®CNRS, UMR 5164, F-33076 Bordeaux, France

19 Service de Médecine Interne et maladies Infectieu&®@HU de Bordeaux, F-33076

Bordeaux, France

69



Corresponding author

Prof Rodolphe THIEBAUT, MD PhD

INSERM U897, ISPED

Université de Bordeaux

146 Rue Léo Saignat

33076 Bordeaux, France

E-mail: rodolphe.thiebaut@isped.u-bordeaux?2.fr
Tel: +33 557 57 45 21 - Fax: +33557 57 1578

Word count for text: 3439 words(3500 words maximum)
Word count for abstract: 250 (250 words maximum)
Reference count: 42

Table count: 2

Figure count: 3
Funding

This work was supported by Sidaction [Al20-2-01628)e CHU of Bordeaux [2009-
A01063-54] and the Vaccine Research Institute.

70
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Objectives. To unravel the complex relationships between cygatwvirus-induced-,
autoimmune-induced immune responses, microbial skoaation and chronic immune
activation (CIA) in successfully treated HIV-infect patients and to explore the mediating
role of alpha-interferon in these processes.

Design. Cross-sectional study nested in the ANRS CO3 Aqe&taCohort, a prospective
hospital-based cohort of HIV-1-infected patientSwouth-Western France.

Methods. Patients initiatedantiretroviral therapyetween 2005 and 2008 and were treated
with sustained virological suppression for at lemgt years. CIA was defined by % HLA-
DR+/CD38+CD8+T-cells. Integrative analyses were deonted using structural equation
modelling (SEM).

Results. The main analysis was performed in 57 HLA-A*0201sipge patients, due to
availability of % of actin-, vimentin-, lamin-spéici CD8+T-cells (HLA-A2-restricted tests)
to further characterize autoimmune response. Cygaiogirus-induced immune response
was assessed by Quantiferon and pp-65 ELISPOT. 3$&Maled a direct effect of
cytomegalovirus-induced immune response on ClAn@aadized estimat@std=0.56, p-
value=0.0004). The effect of autoimmune-induced unelresponse on CIA was indirect
through alpha-interferon pathway, assessed by ssgjme levels of 5 alpha-interferon-
stimulated genes ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OA®ffdct of autoimmune response on
alpha-interferonpstd=0.36, p-value=0.0401; effect of alpha-intenfeom CIA:std=0.39, p-
value=0.0044). Microbial translocation as measubgd 16SrDNA and sCD14 was not
associated with CIA. Results were consistent in fid2ents in whom cytomegalovirus and
auto-immunity responses were measured by Quamifeand anti-nuclear antibodies,
respectively.

Conclusion.The role of cytomegalovirus-immune response on @& confirmed as well as
the involvement of alpha-interferon on CIA. An effef auto-immunity response on CIA was

revealed through the alpha-interferon pathway.

Key words: 7 words(5 to 7 maximum)
Cytomegalovirus-induced immune response; autoimnamcheced immune response;
microbial translocation; alpha-interferon-stimuthtgenes; HIV chronic immune activation;

integrative analysis; structural equation modelling
71



INTRODUCTION

Immune activation is a leading factor for human nmodeficiency virus (HIV) disease
progression [1, 2]. In patients with long-term Vagical suppression while on antiretroviral
therapy combination, persistence of immune actwatis associated to both acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) and non-AIDS cobidities [3-5]. Noteworthy,
chronic type | alpha-interferon (IF)-is a hallmark in chronic activation and is repdrin
disease progression in persistent infections [6#8]luding HIV [9-11]. The mechanisms
driving chronic immune activation and type | inegdn secretion are multifactorial and
remain not completely understood [12]. Cytomegales/{CMV) and microbial translocation
have been proposed as triggering factors of pergishhmune activation-associated to HIV-1
infection [13]. Microbial translocation and assaeth biomarkers such as sCD14 and
circulating plasma lipopolysaccharide [14-16] hdwsen implicated in the generation and
maintenance of chronic immune activation. Cytomegalis is highly prevalent in HIV
patients and may reactivate more frequently [L&cdise of its prevalence, the intensity of
the immune response to CMV, and its reactivationinmmunocompromised patients,
interventions against chronic CMV infection haveeihagested to reduce T-cell activation in
HIV-infected individuals with incomplete CD4+ T teakcovery on antiretroviral therapy
[18].

Auto-immune induced immune activation has also mepected although less consistently
[19]. Hence, an increase of the proportion of adotive T-cells has been shown by Rawson
et al [20]. The contribution of each of those fastthat could vary from patients to patients
and over the course of the disease is not wellriest Therefore, we previously evaluated
the impact of cytomegalovirus-induced, microbianslocation and autoimmune-induced
Immune responses on chronic immune activation ith H8/-1-infected patients with long-
term virological suppression while on antiretrovitherapy combination in the ACTHIV
substudy of the ANRS CO3 Aquitaine cohort [21]. Yéported that the immune response to
CMV was independently associated with a higher gqasge of CD8+ T cell activation as
measured by HLA-DR+/CD38+CD8+T-cells. In contragtutoimmune response and
microbial translocation were not found to be assed with chronic immune activation in
adjusted analyses. However, two difficulties lirdithhese analyses. Firstly, each process can
be measured by several biomarkers. For instaneejniimune response to CMV can be
measured by Quantiferon-CMV-, CMV-pp65-ELISPOT- a@V-pp65-specific-CD8+T-
cell-positivity. Therefore, each analysis considgrionly one marker does not reflect the

whole process. Secondly, the mechanism leadindghtoncc immune activation is complex,
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multifactorial and involved intermediate pathwayclsuas type | interferon. Autoimmunity,
autoimmune diseases and the type | interferon syate tightly linked. As example, a type |
interferon signature can be found in many autoimenutfisorders including lupus,
dermatomyositis or type | diabetes. The mechanisr@ved in type | interferon secretion in
patients implicate the immune complexes-mediatéyaton of endosomal TLR activation
by self DNA [22, 23]. Interestingly, it has beeroamm in chronic HIV patients that the cross-
presentation of caspase-cleaved self-antigen bgrdiencells was promoting the expansion
and activation of self-reactive CD8+ T cells agawvimentin as an example [20]. A similar
mechanism has been described in systemic lupuhesngtosus patients where type |
interferon promote the differentiation of monocytedo dendritic cells, able to engulf
apoptotic bodies and present autoantigens to tlapt@d immune system. Conversely,
vimentin is an autoantigen targeted by the immu@spaonse in systemic lupus erythematosus
patients [24]. In parallel, cytomegalovirus infectimay also be able to stimulate type | [EN-
production through interferon-stimulated-genes [25]

We further investigated the hypotheses of direéeots of CMV-induced, autoimmune-
induced immune responses as measured by percerdhgetin-, vimentin-, lamin-specific
CD8+T-cells and microbial translocation on chrommnune activation and indirect effects
through IFNe gene expression, in successfully treated HIV-id@@@atients. We aimed at
unravelling the complex relationships between CMudticed-, autoimmune-induced immune
responses, microbial translocation and chronic imenactivation in these patients and to
explore the mediating role of the IFINin these processes. To do so, we performed an
integrative analysis using the maximal amount ahumological information available in the

ACTHIV study using structural equation modelling]2
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METHODS

Population

The ACTHIV study [21] is a cross-sectional studgtee in the ANRS CO3 Aquitaine Cohort
[27], a prospective hospital-based cohort of HIVifiected patients, in South-Western
France. Patients initiated antiretroviral therapyween 2005 and 2008, and were treated with
sustained virological suppression (HIV-1 RNA loaéldw the detection limit of 50
copies/mL) for at least two years. Exclusion créevere two consecutive HIV-1 RNA above
50 copies/mL, hepatitis C virus or hepatitis B gimoinfection, and signs of acute infection.
The ACTHIV protocol was approved by the Bordeawdrsity Institutional Review Board.
All patients signed an informed consent beforei@g@gting in the study.

Measurements
Available biomarkers in the ACTHIV study for asdags CMV-induced-, autoimmune-
induced immune responses, microbial translocati@ntitation of IFNe. gene expression

and chronic immune activation are presented below.

Cytomegalovirus-induced immune response

The CMV-induced immune response was determinedgufuantiferon CMV analysis
(Cellestis, Australia), CMV-pp65 enzyme-linked immagorbent spot (EliSpot) analysis, and
CMV-pp65-specific tetramers CD8+. Patients weresabered Quantiferon-CMV positive if

they obtained a value above 0.2 IU/mL, as definethb manufacturer.

Autoimmune-induced immune response

Self-antigens-immune response was evaluated witimanlear antibody titers (titees 1:250
were considered as positive) and, in HLA-A*0201 ipes patients, with percentages of
actin-, vimentin-, lamin-HLA-A*0201 tetramers CD8+¢Ells.

Microbial translocation
Bacterial 16SrDNA and soluble CD14 (sCD14) weremngifiad as markers for microbial

translocation.

Quantification of IFN- a-stimulated-genes: ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OASlgene
expression

IFN-a gene expression was assessed using quantitatesectranscription polymerase chain
reaction (QRT-PCR) of five IFN-stimulated-genes: ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OAS1

[28]. Total RNA was extracted from peripheral blandnonuclear cells (obtained after Ficoll
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preparation and storage with Protector RNAse intibjRoche applied biosciences), using
the High pure RNA isolation kit (Roche applied lmiehces). RNA extraction quality control
was measure with the Agilent 2100 bioanalyzer imlocimation with Agilent RNA 6000 Nano
kit (RNA sample quality was considered if the ob&l RIN was >7). A total of 300 ng of
RNA was reverse transcribed into cDNA using then$caiptor Reverse Transcriptase kit
(Roche applied biosciences). PCR was performed (YRR Green qPCR MasterMix, SA
Biosciences) in 96-wells plates using LightCycl&8)4Roche Diagnostics) to determine the
expression levels of ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OA target genes. IFN-gene
expression measurements were expressed as folgechamch is calculated as a ratio of

averages from control and test sample values.

Chronic immune activation (outcome)

Chronic immune T-cell activation was evaluated bgasuring by flow cytometry the
percentage of HLA-DR+CD38+CD8+T-cells among the €08cell subset. Methodology of
laboratory measurements by flow cytometry is regmbrin details in Wittkop et al [21]
(Material and Methods subsection entitled “Labamatmeasurements” and supplementary

material, Table 1).

Statistical method and model assignment

Structural equation modelling

Structural equation modelling with latent variableas applied to perform the integrative
analysis of available biomarkers in the ACTHIV stud.atent variables are unobserved
variables for which no direct measurements exigt,vthose existence may be revealed by
associations among measured variables [29]. Latemébles translate the fact that several
observed variables could be imperfect measurenoétsingle underlying concept [30]. The
general structural equation model is typically deposed into two submodelsa
measurement model and a structural model [26]tl¥irhe measurement model defines the
construction of the latent variables with the cep@nding observed measured variables.
Secondly, the structural model specifies the patbgr which latent variables and observed
variables influence each other, either directlgitiner indirectly.

We hypothesized direct effects of CMV-induced, auataune-induced immune responses
and microbial translocation on chronic immune atton and also indirect effects (mediating

role) of these factors through IFiNgene expression.
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As biomarkers (tetramers), more relevant than mumtiear antibody titers in chronic HIV
[20], were available in HLA-A*0201 positive patiento characterize autoimmune-induced
immune response, the main integrative analysis paformed in HLA-A*0201 positive
patients. We considered four latent variables #rat supposed to be linked with chronic
immune activation:

- CMV-induced immune response latent variable mesgsly Quantiferon-CMV, CMV-
pp65-ELISPOT and CMV-pp-65-specific-CD8+T-cells,

- autoimmune-induced immune response latent variaidasured by anti-nuclear antibody
titers and percentages of actin-, vimentin-, laspecific CD8+T-cells,

- microbial translocation latent variable measurgd 6SrDNA and sCD14,

- IFN-a latent variable measured by expression levelsIBf\ba-stimulated genes.

The theoretical path diagram is presented in Figure

Statistical analyses

Qualitative variables were described as numberncépéages) and quantitative variables as
medians (first quartile; third quartile), using SASL3/SAS 9.3 (SAS Institute, Cary, NC,
USA).

Data preprocessing

The response variable, i.e. percentage of HLA-DB®&+CD8+T-cells, was log
transformed. To correct expression data for diffees between samples, IFNgene
expression measurements were normalized to thregenee genes GADPH, RPL13A,
HPRT1 (housekeeping genes) using tHéZ method [31].

Structural equation models

Structural equation models were conducted in a ¢tet@pase analysis (subjects with no
missing values on the modeled variables).

Structural equation modelling results were reporsdstandardized estimatpstd and p-
values. Standardized estimates represent the edoelbange in standard deviation units of a
variable, due to one standard deviation increasaather. As a unit free representation, they
allow comparisons of the relative strength of agg@ns and thus easier interpretation of the
coefficients.

Structural equation models were performed withd&istical software, using lava package for
linear latent variable models [32]. Parameters webt¢ained by maximum likelihood

estimation. Goodness of fit was assessed using thdexes [33, 34]: the chi-square test, the
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Standardized Root Mean Square Residual (SRMR) dme ihcremental Bentler's
Comparative Fit Index (CFIl). Non-significant p-vatuat a 0.05 threshold for chi-square test,
SRMR values below 0.08 and Bentler's CFl value &i@®5 indicate a good fit.

Sensitivity analyses were performed. In HLA-A*0208dsitive sample, we considered the use
of % CD8+ HLA-DR+T-cells as the outcome to defifeanic immune activation. In the
overall sample, we considered CMV-induced immungpoese as measured by positive
versus negative Quantiferon-CMV and autoimmune-geduimmune response as measured

by positive versus negative anti-nuclear antibaidy4.
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RESULTS

Patients’ characteristics

A total of 191 patients were enrolled in the ACTH#dy (women: 25%). Median age at
inclusion was 50 years old (43; 58). Median duraid viral suppression was 6.1 years (4;
8.5). Median CD4+ and CD8+ T-cell counts were 5&llsfuL (387; 720) and 676 cells/pL
(480; 977). Patients had a CD4+ nadir of 188 qells(89; 275). The expression of HLA-
DR+/CD38+ was 16.8% in median among total CD8+ llsce

Of the 191 patients, 87 were HLA-A*0201 positiveipats. In these patients, the expression
of HLA-DR+/CD38+ was 15.8% in median among total&DT-cells. Demographic, clinical
and biological characteristics of the 87 HLA-A*02pasitive patients were representative of

the overall population of 191 patients (Table 1).

Measurement of the processes

Main patient’'s characteristics of variables relatedCMV-, autoimmune-induced immune
responses and microbial translocation are repartediable 1. In the overall population,
Quantiferon-CMV was positive in 78% of patients amdinuclear antibodies were positive in
26% of patients. In HLA-A*0201 positive patientsughtiferon-CMV was positive in 82%
and antinuclear antibodies were positive in 28%atfents. Levels of self-antigen-specific T
cells were low in this study. Levels of 16SrDNA as@€D14 for studying microbial
translocation did not differ in the HLA-A*0201 pdisie patients and the overall population
(Table 1). Of the 87 HLA-A*0201 positive patientdhe main complete analysis was
performed in the 57 patients in whom the percertagfeactin-, vimentin-, lamin-specific
CD8+T-cells as well as Quantiferon, pp-65 ELISPOTECMV were available (subjects with
missing values on the modeled variables excludBa). 30 other patients did not differ from
the 57 HLA-A*0201 positive patients included in theal analysis. In the 57 patients, median
% of HLA-DR+/CD38+CD8+T-cells was 15.8 (11.7; 23.R)edian % actin-specific-CD8+ T
cells, % vimentin-specific-CD8+ T cells, % laminesjfic-CD8+ T were respectively 0.03
(0.02; 0.06), 0.01 (0.01; 0.02) and 0.01 (0.012D.MMedian Quantiferon-CMV values were
5.3 IU/mL (0.4; 11.5) and median CMV-pp65-ELISPOdlues were 309 (95; 645). IFN-
gene expression measurements were positively agdifisantly correlated with the
percentages of HLA-DR+/CD38+CD8+T-cells (Figure 2).
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Main integrative analysis in HLA-A*0201 positive pdients
Biomarkers of microbial translocation were not assted with chronic immune activation in
univariable analysis (16SrDNA effect: p-value=0.610sCD4 effect: p-value=0.9750;
microbial translocation latent variable: p-valug922) and in multivariable analysis
performed in our previous work [21]. Anti-nucleamtidodies were not contributive for the
definition of the autoimmune-induced immune resgolagent variable (p-value=0.2785) as
well as CMV-pp65-specific-CD8+T-cells for the defion of the CMV-induced immune
response latent variable (p-value=0.7049). Theeeffurther analyses included the effect of
CMV-induced immune response as measured by Queortifeand pp-65 ELISPOT,
autoimmune-induced immune response as measurectihy\xamentin, lamin-specific CD8+,
interferone. pathway as measured by the expression level ofivieeinterferon signaling
genes (ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OAS1) and chcammune activation.
The analysis of the effect of each single processaled a direct association between CMV-
induced immune response latent variable and chronimune activation std=0.42, p-
value=0.0232), IFNx latent variable and chronic immune activatiopstd=0.31, p-
value=0.0093) but no direct effect of autoimmunadiced immune response latent variable
and chronic immune activatiofigtd=0.04, p-value=0.7361). However, autoimmune-cedu
immune response latent variable was associated-Kbal latent variable {std=0.33, p-
value=0.0457).
Results from the model including all processes f@g3) are presented in Table 2.
Quantiferon-CMV  pstd=0.61) and CMV-pp65-ELISPOT pBgtd=0.51) contributed
significantly to the CMV-induced immune responsemd variable. The positive significant
standardized estimates mean that higher level olv@iMuced immune response latent
variable was associated to higher levels of Quentti-CMV and CMV-pp65-ELISPOT.
Autoimmune-induced immune response latent varialde composed by % actin-specific-
CD8+ T cells, % vimentin-specific-CD8+ T cells afel lamin-specific-CD8+ T cells. All
standardized estimates were positive. The percentdgvimentin-specific-CD8+ T cells
presented the highest contribution to define theieumune-induced immune response latent
variable std=0.52, p-value=0.0006). IFd{atent variable was composed by the expression
level of IFN-u-stimulated genes: ADARB$td=0.59), ISG15f6td=0.54), IFIT1 [§std=0.94),
Mx1 (Bstd=0.93), OAS1[std=0.77).
The structural model resented in Figure 3 revealdatect positive significant effect of CMV-
induced immune response latent variable on chremicune activation Astd=0.56, p-
value=0.0004) but no significant association with tFN-o latent variable (p-value=0.9069).
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There was no direct significant association of maoune-induced immune response latent
variable with chronic immune activation (p-value31s9). The effect of autoimmune-
induced immune response latent variable on chromicune activation was indirect through
IFN-a latent variable: Al response latent variable wgsiicantly associated to IFN-latent
variable (3std=0.36, p-value=0.0401) and IFNlatent variable was associated with chronic
immune activation f{std=0.39, p-value=0.0044). The goodness of fithef tmodel was fair
(chi-square p-value=0.32; SRMR=0.07; CFI=0.98).

These findings persisted after adjustment for &j&4+ T-cell count and regulatory T-cell
count (n=57 patients; effect of CMV-induced immumsponse latent variable on chronic
immune activationpstd=0.49, p-value=0.0018; effect of Al responseratariable on IFN-
a-stimulated-genes latent variablgstd=0.35, p-value=0.0384; effect of IRiNstimulated-
genes latent variable on chronic immune activatietd=0.38, p-value=0.0054).

When defining CD8+ T-cell activation with % CD8+HLBR+ T cells (logo transformed) in
place of % CD8+CD38+HLA-DR+ as the outcome, theusi#d results were consistent.
There was a direct positive significant effect oMZinduced immune response latent
variable on chronic immune activation (effect of €Mhduced immune response latent
variable on chronic immune activatiofstd=0.45, p-value=0.0056) as well as an indirect
effect of autoimmune-induced immune response latenable on chronic immune activation
through IFNe-stimulated-genes latent variable. Al responsentatariable was significantly
associated to IFN-stimulated-genes latent variabs{d=0.35, p-value=0.0345) and IFeN-
stimulated-genes latent variable was associatddakitonic immune activatiog$td=0.35, p-
value=0.0111).

Robustness analysis in the overall population
Of the 191 patients included in the ACTHIV studye robustness analysis was performed in
142 patients in whom Quantiferon-CMV positive versiegative, anti-nuclear antibody titers
positive versus negative, interferon-stimulatedegeand % HLA-DR+/CD38+CD8+ T-cells
were available (including the 57 patients from itheein integrative analysis). In these patients,
median % of HLA-DR+/CD38+CD8+T-cells was 16.9 (1028.7), Quantiferon-CMV was
positive in 78% of patients and antinuclear antiesdvere positive in 23% of patients. The
adjusted results tend to be consistent with previoesults but with less significant
associations. Quantiferon-CMV positivity was asatel with higher percentage of
CD8+CD38+HLA-DR+ fstd=0.15, p-value=0.0648), positive anti-nucleatibaaly titers
were associated with higher expression of k=skimulated-genes latent variabis{d=0.16,
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p-value=0.0797) and higher IFdstimulated-gene expression was associated witbnahr
iImmune activationf{std=0.22, p-value=0.0120).
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DISCUSSION

The structural equation modelling results revealelirect positive significant effect of CMV-
induced immune response latent variable on chronimune activation. In addition, the
approach suggested an indirect effect of autoimnigeced immune response latent
variable on chronic immune activation through I&Natent variable. These findings were
consistent in various robustness analyses performetlLA-A*0201 positive patients and in
the overall population. Less significant resultshia overall population could be explained by
the fact that Quantiferon-CMV positivity and pogity of anti-nuclear antibody titers may not
be enough accurate for reflecting respectively @V-induced immune response and the
autoimmune-induced response leading to a diluti@s land underlying the need for an
integrative analysis using all available informatio

We confirmed the CMV-induced immune response efé@cthronic immune activation [21].
According to this new analysis, the effect of CM\Muced immune response on CD8+ T cell
activation was not mediated by the IlfeNstimulated-genes measured in the present study
(ADAR, ISG15, IFIT1, Mx1 and OAS1). The direct afteof CMV-induced immune response
on chronic immune activation was revealed throdnghnheasurements of Quantiferon and pp-
65 ELISPOT. CMV-pp-65-specific-CD8+T-cells were ramintributive to define the CMV-
induced immune response latent variable (p=0.708pne et al [35] revealed that
percentages of CMV-pp65-specific-CD8+ T-cells wemmilar in HIV patients with stable
undetectable HIV viremia due to highly active agttioviral therapy and healthy controls.
Taking together, these findings indicate that CMM6$p-specific-CD8+ T-cells may not be
accurate when studying CMV-induced immune respamsghronic HIV and thus, question
the relevance of measuring them in this settintgréstingly, our results revealed an indirect
effect of autoimmune-induced response on chronmume activation mediated through IFN-
a latent variable. There were very few reports im literature studying auto-immunity in HIV
infected patients [19]. However, even in absenceclofical events, low level biological
signals may have consequences such as T-cell eativd@he effect of autoimmune-induced
immune response on IF&l{atent variable was revealed through the measurenod actin-,
vimentin-, lamin-specific CD8+T-cells illustratinthe important role of caspase-cleaved
apoptotic self-antigens in immune activation duratgonic HIV infection, as suggested by
Rawson et al [20]. Of note, the percentage of vimespecific CD8+T-cells was the most
contributive to define the autoimmune-induced imeuasponse latent variable. Moreover,
the use of a latent variable seemed particulardgvesnt regarding the low levels of self-

antigen-specific T cells in this study. Indeed,-aniclear antibodies were not contributive to
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define the autoimmune-induced immune responsetlatatable and were dropped from the
final model, revealing the need to measure biomarkaore relevant than anti-nuclear
antibodies when studying autoimmune-induced imnresponse in chronic HIV [20].

The construction of a microbial translocation lateariable with 16SrDNA and sCD14 did
not reveal an association with chronic immune atin, which is in agreement with our
previous results [21] and results from a study adirae examining the correlation between
different methods to measure microbial translocatand its association with immune
activation in long-term suppressed HIV-1-infectedividuals [36].

In our study, all analyses highlighted the sigmifit effect of IFNe latent variable on chronic
immune activation, accounting for the evidence hed involvement of the IFN- pathway
reported in chronic immune activation in succesgfuitated HIV-1-infected patients [9-11].
We only used five quantitative gene expression omeasents of IFNx-stimulated-genes.
Some papers report more specific pathways of dRiNat could be involved in HIV chronic
immune activation, i.e. IFN-MYD88 dependent pathway and IRINMYD88 independent
pathway [37-39]. Indeed, ongoing efforts are madieléntify and better characterize the IFN-
a-stimulated-genes landscape [40, 41].

Our study also had some limitations. The ACTHIVdstus a cross-sectional study nested in
the ANRS CO3 Aquitaine Cohort which design doesatiotwv us to infer the temporality and
causal direction of the observed associations. mhaaé complete case integrative analysis
was performed in 57 HLA-A*0201, accounting for atgrttial lack of power. However, our
results were confirmed in all robustness analyses.

Thus, further research is needed and could bedteste longitudinal framework, allowing the
inference of causal relationships, combining appabe biomarkers and adequate quantitative
gene expression measurements, including dFhd using structural equation modelling that
could also be applied to deal with longitudinaledabalysis [42].

In conclusion, the role of cytomegalovirus-immumesponse on the CD8+ T cell activation
has been confirmed, encouraging intervention agaytemegalovirus in successfully treated
HIV-1-infected patients [18], as well as the eviderof the IFNe involvement in chronic
immune activation. Furthermore, the signal founauwbthe auto-immunity response as
measured by anti-vimentin especially requires erttudies to confirm, evaluate its impact

and better explain its role on chronic immune atton.
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Tables

Table 1. Demographic, clinical and biological patiets’ characteristics. ACTHIV study.

Characteristics Statistics*

All patients  HLA-A2 patients

n=191 n =87

Female 47 (25) 20 (23)

Age at inclusion 50 (43; 58) 50 (44; 60)
Risk factor

Homo-bisexual - MSM 92 (48) 43 (49)

IDU/Blood products 1/1 (0.5/0.5) 1/0 (1.5/0)

Heterosexual 81 (42) 34 (39)

Others 16 (8) 9 (10.5)
CDC Stage

A 101 (53) 40 (46)

B 48 (25) 29 (33)

C 42 (22) 18 (21)

Duration since first reported seropositivity, years 12.3 (8; 18) 12.5(7.5; 19)

Duration of viral suppression, years

Duration of ART exposure, years

CART at baseline

2NRTI+1NNRTI

2NRTI+1PI

Others

6.1(4:85) 5.8 (4.4;7.7)

9.7 (6: 13) 10.5 (5.9: 13.4)

65 (34) 24 (28)
100 (52) 48 (55)
26 (14) 15 (17)
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Table 1 (following). Demographic, clinical and biaobgical patients’ characteristics.

ACTHIV study.

Characteristics

Statistics*

CDA4+ cells/pL

CD4+ nadir, cells/uL

CDA4+, cells/pL

CD4+, %

% HLA-DR+/CD38+ among CD4+ T-cells
CD8+ cells/pL

CD8+, cells/pL

% CD8+

All patients HLA-A2 patients

n=191 n=87

188 (89; 275) 172 (47; 249)
517 (387; 720) 441 (328; 660)
42 (33; 50) 42 (33; 48)

4.5 (3.0; 6.5) 4.6 (3.0; 6.3)

676 (480;977) 652 (478; 896)

53 (46; 62) 54 (48; 62)

% HLA-DR+/CD38+ among CD8+ T-cells  16.8 (11.1;23. 15.8 (11.1; 22.6)

Regulatory T-cells/uL
B lymphocytes, cells/pL

Natural killer lymphocytes, cells/uL

Cytomegalovirus-related variables

CMV Serology positive

CMV PCR positive (whole blood)
Quantiferon-CMV positive
Quantiferon-CMV values, 1U/mL
CMV-pp65-ELISPOT

% CMV-pp-65-specific-CD8+T-cells

38 (25; 51) 35 (22; 49)
197 (137; 309) 197 (129; 274)

80 (30; 168) 81 (27; 192)

177 (93) 79 (91)

1(0.5) 0 (0)

148 (78) 71 (82)
3.3(0.3;9.8) 5.3(0.9;9.9)
377.5 (120.0; 689.0) 452 (120; 728)
NAS 1.1(0.1; 2.1)
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Table 1 (following). Demographic, clinical and biaobgical patients’ characteristics.

ACTHIV study.

Characteristics Statistics*

All patients  HLA-A2 patients

n=191 n =87
Autoimmune response related variables
Antinuclear antibody positive 43 (26) 21 (28}
% Actin-specific-CD8+ T-cells NA 0.03 (0.02; 0.06)
% Vimentin-specific-CD8+ T-cells NA 0.01 (0.01; 0.02)
% Lamin-specific-CD8+ T-cells NA 0.01 (0.01; 0.02)
Microbial translocation related variables
sCD14 pg/mL 1.9 (1.6; 2.2) 1.8 (1.6; 1.9)
16S rDNA logo copies/mL 3.2(3.0; 3.5) 3.3(3.1; 3.4)

Legend: *for categorical variables n (%), for queative variables median (first quartile; third atile) are
presented. NRTI, nucleoside reverse-transcriptadgbitor; NNRTI, non-nucleoside reverse-transcrspta
inhibitor; PI, protease inhibitor; IDU, injectiorreh users; MSM, men who have sex with men; CDC,t&sn
for Disease Control and Prevention; cART, antingtad therapy combination.

t Median spot-forming cells / 2.5x105 peripheraldal mononuclear cells. + Less than 10% of missalges.{|

Not applicable.
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Table 2. Effects of cytomegalovirus-, autoimmune-guced immune responses on
chronic immune activation, n=57 patients HLA-A*0201 positive patients. Main

integrative analysis to read in conjunction with Fgure 3. ACTHIV study.

Process pstd* p value

Measurement models (latent variable definitions)

Cytomegalovirus(CMV)-induced immune response latenvariable
CMV response latent variabte Quantiferon-CMV 0.61 <0.0001
CMV response latent variabte CMV-pp-65-ELISPOT 0.51 < 0.0001

Autoimmune(Al)-induced immune response latent variale

Al response latent variabt® % actin-specific-CD8+ 0.23 0.0862
Al response latent variabte % vimentin-specific-CD8+ 0.52 0.0006
Al response latent variabte % lamin-specific-CD8+ 0.39 0.0184

IFN- a-stimulated-genes latent variable

IFN-a-stimulated-genes latent variabbbe ADAR 0.59 <0.0001
IFN-a-stimulated-genes latent variabbe ISG15 0.54 <0.0001
IFN-a-stimulated-genes latent variabte IFIT1 0.94 < 0.0001
IFN-a-stimulated-genes latent variabbe Mx1 0.93 <0.0001
IFN-a-stimulated-genes latent variabie OAS1 0.77 <0.0001

Structural model

CMV response latent variabte IFN-a-stimulated-genes latent variablé.02 0.9069
CMV response latent variabt® Chronic immune activation 0.56 0.0004
Al response latent variabt® IFN-a-stimulated-genes latent variable 0.36 0.0401
Al response latent variabte Chronic immune activation -0.10 0.3169

IFN-a-stimulated-genes latent variabie Chronic immune activation 0.39 0.0044

Legend: *Standardized estimates
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Figure legends

Figure 1. Theoretical hypothesized path diagram oéffects of cytomegalovirus-induced-,
autoimmune-induced immune responses and microbial rdnslocation on chronic
immune activation (model adjusted on age, CD4+ T-tlecount and regulatory T-cell

count).
Legend: Boxes: observed variables; ellipses: latemtables;s: measurement errors.

Figure 2. Spearman correlations between percentageds CD8+CD38+HLA-DR+ T-cells
and IFN-a gene expression measurements. n=57 patients HLA-8201 positive patients.
ACTHIV study.

Figure 3. Effects of cytomegalovirus-induced-, auimmune-induced immune responses
latent variables on chronic immune activation (find model). Figure to read in
conjunction with Table 2. ACTHIV study.

Legend: Boxes: observed variables; ellipses: latemtables; measurement errors deleted for

clarity.*p-values < 0.05. **p-values < 0.0001.
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4.5. Discussion
Dans le cadre de ce travail, I'analyse principa@téeffectuée chez 57 patients HLA-A*0201
positifs, en raison de la disponibilité des poutagas de lymphocytes T CD8+ spécifiques
des antigenes issus de produits apoptotiques pmuxngsaractériser la réponse immunitaire
induite par I'auto-immunité (tests restreints aatignts HLA-A*0201 positifs).
Dans les étapes de sélection vers I'élaboration diodéle final, les variables observées qui
ne contribuaient pas a la définition des varialdgsntes dans les modeles de mesure n’ont
pas été conservées pour la modélisation ultérieaaie Jes anticorps anti-noyaux (p=0,2785)
et les lymphocytes T CD8+ pp65 spécifiques du cgmafovirus (p=0,7049). Les marqueurs
séparés de translocation microbienne et la varildiente « translocation microbienne »
n'étant pas associés a l'activation immunitaireoaigue, ils n'ont pas été conserves pour la
modeélisation ultérieure.

Les résultats du modéle final incluant 'ensemtde grocessusont présentés ci-apres et sont

synthétisés dans le tableau 2 et la figure 3 dédia section 4.4.1. Les modeles SEM ont
révélé un effet direct de la variable latente <orégge immunitaire induite par le
cytomégalovirus » sur l'activation immunitaire chigue (std=0,56, p=0,0004) mais pas
d’effet sur la variable latente interféron alpha@®069). On ne retrouvait pas d'effet direct
de la variable latente « réponse immunitaire ireiar I'auto-immunité » sur I'activation
immunitaire chronique (p=0,3169). L'effet de la iahle latente «réponse immunitaire
induite par l'auto-immunité » sur I'activation immiteire chronique était indirect via la
variable latente « interféron alpha » (effet degdaable latente « réponse immunitaire induite
par I'auto-immunité » sur la variable latente <enféron alpha » fstd=0,36, p=0,0401; effet
de la variable latente « interféron alpha » sutiation immunitaire chroniquefstd=0,39,
p=0,0044). Les résultats étaient robustes chez datients pour lesquels les réponses
immunitaires induites par le cytomégalovirus etuiaimmunité étaient mesurées par la
positivité du test Quantiféron et les anticorps-aniyaux respectivement.

Notre étude a ainsi confirmé le réle de la répdnsaunitaire induite par le cytomégalovirus
dans I'activation immunitaire chronique des paseinfectés par le VIH traités efficacement,
encourageant ainsi les interventions contre le naggalovirus, ainsi que le réle de
I'interféron alpha. Un effet indirect de la réponsenunitaire induite par I'auto-immunité sur

I'activation immunitaire chronique a été réveélé lavoie de l'interféron alpha.
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Plusieurs points méritent d’étre soulignés quala géflexion menée autour de I'application
des modéles SEM comme analyse intégrative autodiedemple concret sur 'activation
immunitaire chronique.

D’'un point de vue meéthodologique, contrairement aurdeles de régression qui ne
considérent que des associations indépendanteslestvariables explicatives et la variable a
expliquer, les modeles SEM présentent I'avantagdilder des variables observées ou
latentes, mais aussi de modéliser des relatiorextds ou indirectes, avec des variables
pouvant étre d’'une part des variables a expliquet’'autre part des variables explicatives
[VanderWeele, 2012]. De plus, I'écriture de ces alesl est sous-tendue par un modele sous-
jacent de relations supposées entre variablesdiate de fleche entre deux variables sur le
diagramme de chemin devant étre considérée comméypothése en elle-méme. Une autre
différence notable entre les modéles de régrestites modeles SEM est la prise en compte
de termes d’erreurs multiples sur les marqueursidérés (voir écriture du modéle SEM
complet section 4.3.4). Les modéles SEM permettiersi de modéliser une erreur de mesure
sur les variables explicatives alors que dans udeteade régression classique, seul un terme
d’erreur sur la variable a expliquer est estiméciCarésente l'avantage de pouvoir
s’affranchir du biais de dilution lié a l'effet desrreurs de mesure sur les variables
explicatives, ce phénomene étant connu pour rdedreoefficients de régression instables et
les faire tendre vers 0 [Hutcheon et al., 2010u, 1i988]. Néanmoins, si les modéles SEM
présentent de nombreux avantages, l'interprétatiences modeéles doit étre faite avec
précaution. Un modéle SEM doit étre interprété cemm modele dont les hypothéses sont
cohérentes avec les données et non comme la pdeugevéracité des mécanismes testés, un
certain nombre de modeles alternatifs étant suikbeptde fournir des indices de qualité aussi
bons que le modele considéré comme final. En gdealladéquation du modele aux données
doit reposer sur la validation explicite des deéiéts index référencés dans les SEM,
notamment ceux influencés par la taille de I'écllant particulierement quand le modéle
testé est complexe. Dans le cadre de I'étude ACTHIY modeles SEM ont été réalisés pour
les patients pour lesquels I'ensemble des donnérg panalyse intégrative étaient
renseignées. En particulier, les 57 patients céndgd pour le modele final étaient
représentatifs des 87 patients HLA-A*0201 positiésnotre échantillon. Au total, dans notre
étude, l'utilisation des modeles SEM sur le jeuddanées préalablement analysé [Wittkop et
al., 2013], a permis, en plus de confirmer les lta®iidentifiés sur le cytomeégalovirus via
des méthodes classiques de régression, de confgaéement le rdle majeur de l'interféron

alpha et de mettre en évidence un effet indiredadéponse immunitaire induite par I'auto-
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immunité sur I'activation immunitaire chroniqgueavia voie de l'interféron alpha. Le signal
identifié sur l'auto-immunité, malgré des valeuasbfes de pourcentages de lymphocytes T
CD8+ spécifiques des antigénes issus de produdptajques (actine, vimentine, lamine),
souligne en particulier I'apport des variablesnéés pour prendre en compte 'ensemble des
mesures disponibles pour étudier ce processus.li3e lps anticorps anti-noyaux n’étaient
pas contributifs pour la définition de la varialigente « réponse immunitaire induite par
'auto-immunité », soulignant la nécessité de prendn compte des marqueurs d'auto-
immunité plus pertinents dans I'étude du VIH choua [Rawson et al., 2007]. Ainsi, méme
en l'absence de signes cliniqgues d’auto-immuni&s daleurs biologiques de marqueurs de
réponse immunitaire induite par l'auto-immunité, meé faibles, pourraient contribuer a
I'activation immunitaire chronique dans le VIH. Gignal identifié sur I'auto-immunité
mérite des recherches futures, pour mieux compeemelrrole de l'auto-immunité sur
I'activation immunitaire chronique. Néanmoins, tpeu d’études de la littérature ont étudié
'auto-immunité dans le VIH [Stratton et al., 200Rawson et al., 2007]. A notre
connaissance, ce résultat potentiel sur I'effetr@ad de la réponse immunitaire induite par
l'auto-immunité sur I'activation immunitaire chrapie, via la voie de I'interféron alpha, n'a
pas été rapporté dans la littérature dans le Vigst pourquoi il nous est apparu important de
le rapporter a la communauté scientifique. C'esfjuiea motivé en particulier notre choix de
soumettre ce travail a un Journal scientifiqueiglie tel que le Journal AIDS.

Bien que nos résultats nécessitent des exploratitiésieures, I'analyse intégrative par
modéles SEM a permis une meilleure compréhensian digerminants de I'activation
immunitaire chronique, compréhension indispensgideir mieux guider les stratégies
actuellement discutées pour réduire I'activatiormmmitaire chronique chez les patients
atteints de VIH traités efficacement [Martinsorakf 2010 ; Rajasuriar et al., 2013]. Une des
limites de I'étude est son caractere transversagbarenettant pas d’'inférence causale. Plus
spécifiguement, une étude longitudinale permetipaiit-étre de montrer 'effet de I'auto-
immunité sur la mobilisation de la voie interféraipha suivie de [I'activation des
lymphocytes T CD8+. Cependant, le schéma d’étudessaire pour faire cette observation et

notamment I'intensité de répétition des mesurestrpas trivial.

4.6. Conclusion et perspectives
Les modeles d’équations structurelles constituenbutil précieux pour les épidémiologistes
pour étudier des relations complexes entre vasabteprendre en compte des processus a
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plusieurs dimensions. L'extension de I'utilisatide ces modéles dans le cadre d’analyse de
données longitudinales [Dunson, 2007] ouvre despeetives pour lI'approche d'inférence
causale. La mise en ceuvre de ces méthodes est mi@anmomplexe et nécessite
I'appropriation des étapes pas a pas qui concodrdatconstruction d’'un modele pertinent
[Tu, 2009]. L'application de ces modeles trouvetipalierement son sens pour I'étude
multifactorielle des troubles immunologiques dedadi@s du systéme immunitaire et a un
sens plus large, dans le champ de I'lmmunologiefaiti de I'existence de nombreux

processus mesurés par de multiples marqueurs.
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5. ETUDE DE LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE A LONG TERME
APRES MISE SOUS TRAITEMENTS ANTIRETROVIRAUX , CHEZ LES
ENFANTS INFECTES PAR LE VIH DANS LES PAYS A RESSOURCES

LIMITEES

5.1. Problématique
L’infection par le VIH est responsable d’'une atteirdu systeme immunitaire, ciblant en
particulier des lymphocytes T CD4+. Chez les pasigron traités, la destruction du systeme
immunitaire occasionne, au cours du temps, unenditioin du nombre de lymphocytes T
CD4+ (cellules/mn) et une augmentation de la charge virale plasmatigntrainant la
survenue potentielle de pathologies dites oppastasidont les plus graves définissent le
stade SIDA. L'avenement des traitements antirétaom hautement actifs a significativement
diminué la morbi-mortalité liée au VIH dans les payu lI'acceés aux soins est généralisé
[UNAIDS, 2015]. L'efficacité des traitements antm@viraux est basée sur la chute de la
charge virale et, en conséquence, la reconstititimmunitaire du nombre de lymphocytes T
CD4+ vers des valeurs attendues les plus prochesls d’'un sujet sain. Néanmoins, dans
les pays a ressources limitées, seulement 33 %rdasts et 42 % des adultes infectés par le
VIH nécessitant un traitement y ont acces en 20NAIDS, 2015].
En 2014, le nombre d’enfants de moins de 15 arsti@$ par le VIH étaient de 2,6 millions
dans le monde, 88 % vivant en Afrique sub-sahaegNAIDS, 2015]. La décision d'initier
un traitement antirétroviral chez ces enfants esajoritairement basée sur les
recommandations de I'Organisation Mondiale de 1at&40MS) qui définissent, selon des
ages distincts, des seuils de lymphocytes T CD4dlemsous desquels la mise en place d’un
traitement est recommandée pour diminuer le risgjusourt terme de progression de la
maladie et de mortalité [WHO, 2010]. Ces recomm#ada sont présentées dans le tableau 2
ci-apres.
Tableau 2. Recommandations OMS 2010 pour initier um mise sous traitements

antirétroviraux chez I'enfant.

Age des enfants Moins de 2 ans De 2 a 5 anBe plus de 5 ans
Nombre de lymphocytes T Initiation d’'un traitement <750 <350
CD4+ en cellules/mrh antirétroviraux*

* Tous les enfants de moins de 2 ans avec un diignde VIH devraient bénéficier d’une
mise sous traitement en raison d’un risque accprogression a court terme du VIH.
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Ainsi, la mise sous traitements antirétroviraux eefants ayant un nombre de lymphocytes T
CD4+ au-dessus des seuils recommandés pourraidiféreée, la finalité étant de réduire les
risques de toxicité a long terme des médicamensrésistance virale aux traitements [Lewis
et al., 2012]. Par conséquent, les recommandationglles ne prennent pas en compte que
différer la mise sous traitements antirétrovirauwunpait avoir des conséquences sur la
reconstitution a long terme du systeme immuniteline. particulier, cette question apparait
majeure avec l'efficacité accrue des traitementsiraroviraux, leur diversité et leur
acceptabilité, ayant pour conséquence une surgmewtée des enfants infectés par le VIH
vers I'age adulte.

Dans ce contexte, le défi auquel sont désormaiframBs les praticiens pour la prise en
charge de ces enfants est d’optimiser linitiatd® la mise sous traitements antirétroviraux
pour diminuer, non seulement le risque a court ¢eda progression de la maladie, mais
également permettre une reconstitution optimaldede systéme immunitaire sur le long
terme. Les études qui se sont intéressées a lastéation du systeme immunitaire dans le
VIH pédiatrique dans les pays a ressources limigéesont plus particulierement intéressées
au risque a court terme de progression de la nelédi2 ans) [Sauvageot et al., 2010 ;
Sutcliffe et al., 2008]. Celles qui se sont intéées a la reconstitution a long terme sous
traitement sont rares et ont inclus un nombre érdienfants (< 200 enfants) [De Beaudrap et
al., 2008]. Ainsi, I'amélioration des connaissanses la reconstitution immunitaire a long
terme, aprés mise sous traitements antirétrovireligz les enfants infectés par le VIH dans
les pays a ressources limitées, requiert une gramagidération, notamment dans le contexte
des questions posées dans l'essai clinigue STARTatégic Timing of Antiretroviral
Treatment), chez I'adulte, d'initier les traitem&rdantirétroviraux mémes si le nombre de
lymphocytes T CD4+ est supérieur aux seuils pré&gmnpar les recommandations [Babiker et
al., 2013].

5.2. Modélisation longitudinale de la reconstitution imnunitaire

dans le VIH : exemple de I'adulte
Les mesures répétées des marqueurs immuno-viralegigls que le nombre de lymphocytes
T CD4+ ou la charge virale plasmatique permettévaluer I'efficacité des traitements au
cours du temps. Les mesures peuvent étre réabhsgamémes dates pour tous les sujets ou a
des dates différentes. Le nombre de mesures peutvétiable d’'un sujet a l'autre. La
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modélisation de la reconstitution immunitaire déms/IH est ainsi basée sur I'analyse de
données répétées, notamment du nombre de lymploEE®4+.

L’objectif d’une telle analyse est de décrire 'awmn du nombre de lymphocytes T CD4+
au cours du temps et d’identifier les facteursigfiuencent cette évolution. Cette analyse ne
peut étre effectuée avec les méthodes statisticjassiques car les mesures réalisées sur les
mémes sujets a des temps différents ne sont paépeandantes, la répétition des mesures
d’'une variable sur les mémes sujets induisant wneélation intra-sujet. Les modeles qui

permettent de prendre en compte de telles donmdgses modéles mixtefDiggle et al.,

2002 ; Laird et Ware, 1982]. Ces modéles sont cadpde deux parties :
- les effets fixes, identiques pour tous les sujetdad population, représentant la
tendance moyenne pour la population,
- les effets aléatoires représentant I'écart de ahaqdividu par rapport a la
tendance de la population.
lIs permettent de prendre en compte plusieurs ssude variabilité : i) la variabilité inter-
individuelle (effets aléatoires), ii) la variabditintra-individuelle (erreur autocorrélée), iii)
'erreur de mesure (erreur indépendante). En pmdeall’avantage de ces modéles est de
pouvoir utiliser en une seule analyse toute I'infation disponible au cours des suivis.

Le modeéle de reconstitution immunitaire sous tméats antirétroviraux le plus étudié dans

le VIH est celui de I'adulte, modélisé a partir m@deles linéaires mixtgg hiébaut et al.,

2002 ; Drylewicz et al., 2008 ; Balestre et al.,12D En particulier, la reconstitution
immunitaire des lymphocytes T CD4+ aprés mise s@iements antirétroviraux est connue
pour étre biphasique chez l'adulte, liée a une amation rapide des lymphocytes T
mémoires suivie par une augmentation plus lentelylaphocytes T naifs [Pakker et al.,
1998]. La modélisation est ainsi realisée le plmgvent par des modeles linéaires mixtes a
deux pentes [Le Moing et al., 2002 ; Thiébaut t24106 ; Thiébaut et al., 2005].

5.3. Hypothése d’une reconstitution immunitaire asymptoique

chez I'enfant
Bien que des études incluant un nombre considéblpatients se soient intéressées aux
effets des traitements antirétroviraux sur la retitution a long terme du systéme
immunitaire chez les adultes vivant dans des pagssources limitées [Achhra et al., 2011 ;
Mugyenyi et al. ; 2010], la reconstitution du syseimmunitaire différe significativement

chez I'enfant [Gibb et al., 2000 ; Resino et a0&], en raison d’'une thymopoiese plus active
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[Bains et al., 2009 ; Steinmann et al., 1985]. &arséquent, les conclusions formulées chez
'adulte n’apparaissent pas applicables pour I'ebfd&n particulier, la reconstitution du
compartiment lymphocytaire T sous traitement, dasge, sa cinétique et les proportions
relatives des lymphocytes T naifs et mémoires wiffé

Chez I'enfant, la reconstitution biphasique du cantiment lymphocytaire T sous traitement
est moins prononcée. Cette reconstitution souseimn@int s’initie d’'emblée grace a une
augmentation rapide des lymphocytes T naifs, dudkila thymopoiese [Gibb et al., 2000 ;
De Rossi et al., 2002]. De plus, un age plus jean&té rapporté comme associé a une
augmentation plus rapide des lymphocytes T CD4€saprise sous traitement [Sabin et al.,
2008].

A la vue de ces éléments, une modélisation bipbasilg la reconstitution immunitaire sous
traitement, par modeles linéaires mixtes, telleutiisée chez I'adulte avec un modéle a
changement de pente, n’apparait des lors pas dptiofez I'enfant, dont le profil de
reconstitution immunitaire sous traitement s’appelus a une reconstitution asymptotique
sur le long terme. Pour modéliser I'évolution dumiiwe de lymphocytes T CD4+ en fonction
du temps chez l'enfant, plusieurs modeles, qui sl@# extensions des modéles linéaires
mixtes, auraient pu étre utilisés, permettant uelétisation plus souple de I'évolution des
lymphocytes T CD4+ en fonction du temps, comme gpample des modéles utilisant une

fonction polynomiale ou des splines [Jacgmin-Gaddlaal., 2002]. Néanmoins, il était

nécessaire d’avoir un modele dont les paramedeesient aisément interprétables en termes

bY

clinigues et biologiquesEn plus de répondre a ces critéres, l'utilisatdinne fonction

exponentielle, solution d’'un systéme d’équations différentiellesdinaires (suite a des
hypothéses qui doivent étre explicitées), offrévantage de pouvoir établir des liens
ultérieurs avec une approche plus mécanistiquer Bremple, le modeéle bi-exponentiel
proposeé par Perelson AS et al [Perelson et al.§]19Riblié dans Science en 1996, est une
solution d'un systeme d’équations différentiellécivant la dynamique de la charge virale
dans le VIH. En particulier, dans le modele médanie proposé, l'estimation des
parametres, a partir de données observées de figechiaale en réponse a un inhibiteur de
protéase, a apporté des connaissances considédabkesa pathogenese du VIH, en révélant
des demi-vies courtes des cellules infectées eirchn. Cela signifiait une réplication virale
intense, associée a une probabilité de mutati@ésséievée, ce qui expliquait I'échappement
aisé du virus aux monothérapies antirétrovirales. pg@ut également noter que la forme
exponentielle est également utilisée pour les nesdpharmacocinétiques [Rochetti et al.,

2013 ; Simeoni et al., 2004], la structure mathéjmatde ces modeles étant le plus souvent
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un systeme d’équatis différentielles représenti les variations de chaque acteur dan
temps et/ou dans I'espafornoe et al., 200..

Ainsi, ous I'hypothése d’'une reconstitution immunitairenrlinéaire des lymphocytes
CD4+, aprés mise sous traitems antirétrovirauxtendant vers un plateau stable sur le |

terme (asymptote), nous avons proposé modéle de reconstitution immunita

asymptotiqgueltilisant une fonction exponentie.

Pour un enfant i au tempgsapres l'initiation du traitement, le modéle «it :

In(CD4 foragg) = asy —(asy —int, Jexd- Gt; )
Dans ce modele, les parametres spécifiques a chataat ont clairement une pertinet
clinique et biologique :
- l'intercept (inf) correspond ainombrede lymphocytes T CD¢ ajusté sur I'age
(transformation pour normalisati¢, au moment déinitiation du traitemen
- 'asymptote (asy correspond anombrede lymphocytes T CD< ajusté sur I'age,
prédit sur le long term
- le parametre jc correspond & temps jusqu’a reconstitution, avec In(2)/c étar
moitié du temps nécessaire pour menter le nombree lymphocytes T CD4+ ajus
sur 'age, de Intercep a I'asymptote.
Les paramétres estimés spécifiques a chaque entmentles effets aléatoir représentant
I'écart de chaque enfapar rapport a la tendance de la popula

Unereprésentation schématique du modéle est présen figure 4 ciapres

asymptote

In(2)/c

intercept

Y

Logarithm of age-corrected CD4+ cell count

years since ART initiation
Figure 4. Représentation schématique du modele mathématiqueilisé pour étudier la
reconstitution immunitaire des lymphocytes T CD4+ sr le long terme apres mise sou

traitements antirétroviraux chez I’enfant.
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Ce modele a été appliqué pour étudier la recotistitimmunitaire des lymphocytes T CD4+
sur le long terme, aprés mise sous traitementsétnatviraux, chez les enfants infectés par le
VIH en Afrique sub-saharienne (section 5.4). Ungcdésion de ces travaux est proposeée en

section 5.5.
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5.4. Application

Dans le cadre de la mobilité a I'Institute of Chiigalth, University College London et de la
collaboration avec la Medical Research Council iCéihTrials Unit de Londres, les données
de l'essai clinijue ARROW ont été analysées (Attindral Research for Watoto trial,
http://www.arrowtrial.org/ ISRCTN 24791884) [Kekitiinwa et al., 2013]. L'autif de cet

essai clinique pédiatrique randomisé, ouvert, &veans de suivi, était de comparer deux
stratégies de monitoring aprés mise sous traitesnantirétroviraux chez 1200 enfants
infectés par le VIH en Uganda et Zimbabwe et déealsi I'initiation de 4 molécules
antirétrovirales sur une courte période était Sepée sur le long terme a une initiation a 3
molécules. Le diagramme de flux du protocole ARRGONWstrant les critéres d’éligibilité et

les stratégies de randomisation, est présent@erefb ci-apres.

Inclusion
Age 6 mois — 17 ans ; naifs de traitements antivétaux ; pas de contre-indications a
initier des traitements antirétroviraux ; critecgsligibilité de 'OMS pour initier des
traitements antirétroviral

Y A 4
Stratégie de monitoring clinique Stratégie de monitoring
(n=600) clinique et biologique (n=600)

l l

Initiation de la 1 ligne de traitements antirétroviraux (n=1200)
Bras A : INNTI / lamivudine / abacavir
Bras B : INNTI / lamivudine / abacavir / zidovudine
Bras C: INNTI / lamivudine / abacavir / zidovudi

36 semaine

A\ 4
Maintien de la 1° ligne de traitements antirétroviraux (n=1200)

Bras A : INNTI / lamivudine / abacavir (tel que pégélemment)

Bras B : INNTI / lamivudine / abacavir (suppressamzidovudine)

Bras C : lamivudine / abacavir / zidovudine (sugpien de INNTI)

A 4

Critéres de jugement

Suivide 3,5a5 ans

Figure 5. Diagramme de flux du protocole ARROW.
INNTI : inhibiteur non nucléosidique de la tranguase inverse
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A partir des données longitudinales disponibleseteessai clinique, nous avons mené une
analyse exploratoire, non spécifiée initialemenpeatocole, dont I'objectif était d’'identifier
et mieux comprendre des profils de reconstitutramunitaire des lymphocytes T CD4+ sur

le long terme, aprés mise sous traitements amuiéaux (cohort-based modelling study).

L'utilisation de modéles non linéaires mixtes noaispermis d’appliquer le modéle de

reconstitution asymptotique présenté, pour invastigl'effet de I'dge, du nombre de

lymphocytes T CD4+ et d’autres covariables au madno la mise sous traitements

antirétroviraux sur la reconstitution immunitairéoag terme.

Les parameétres estimés ont ensuite permis de egpiedd’effet d’'une mise sous traitements
antirétroviraux a des ages distincts sur le padilreconstitution attendu sur le long terme et
la mise en parallele avec les recommandationstidilmn de traitements antirétroviraux

formulées par 'OMS.

5.4.1. Article publié dans Plos Medicine
Ce travail a donné lieu a un article original, péildlans Plos Medicine et présenté ci-apreés.
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Abstract

Background: Long-term immune reconstitution on antiretroviral therapy (ART) has important implications for HIV-infected
children, who increasingly survive into adulthood. Children’s response to ART differs from adults’, and better descriptive and
predictive models of reconstitution are needed to guide policy and direct research. We present statistical models
characterising, qualitatively and quantitatively, patterns of long-term CD4 recovery.

Methods and Findings: CD4 counts every 12 wk over a median (interquartile range) of 4.0 (3.7, 44) y in 1,206 HIV-infected children,
aged 04-17.6 y, starting ART in the Antiretroviral Research for Watoto trial (ISRCTN 24791884) were analysed in an exploratory analysis
supplementary to the trial’s pre-specified outcomes. Most (n=914; 76%) children’s CD4 counts rose quickly on ART to a constant age-
corrected level. Using nonlinear mixed-effects models, higher long-term CD4 counts were predicted for children starting ART younger,
and with higher CD4 counts (p<<0.001). These results suggest that current World Health Organization—recommended CD4 thresholds for
starting ART in children =5 y will result in lower CD4 counts in older children when they become adults, such that vertically infected
children who remain ART-naive beyond 10 y of age are unlikely ever to normalise CD4 count, regardless of CD4 count at ART initiation.
CD4 profiles with four qualitatively distinct reconstitution patterns were seen in the remaining 292 (24%) children. Study limitations
included incomplete viral load data, and that the uncertainty in allocating children to distinct reconstitution groups was not modelled.

Conclusions: Although younger ART-naive children are at high risk of disease progression, they have good potential for
achieving high CD4 counts on ART in later life provided ART is initiated following current World Health Organization (WHO),
Paediatric European Network for Treatment of AIDS, or US Centers for Disease Control and Prevention guidelines. In contrast,
to maximise CD4 reconstitution in treatment-naive children >10 y, ART should ideally be considered even if there is a low risk
of immediate disease progression. Further exploration of the immunological mechanisms for these CD4 recovery profiles
should help guide management of paediatric HIV infection and optimise children’s immunological development.
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Introduction

By December 2011, an estimated 3.3 million children under
15 y of age were living with HIV worldwide, over 90% of whom
lived in sub-Saharan Africa [1]. While the 28% coverage of
antiretroviral therapy (ART) for children in need lags behind the
58% coverage in adults, the number of HIV-infected children
receiving ART has nevertheless increased to around 563,000, of
whom 88% are in sub-Saharan Africa. Most receive ART under a
public health approach with little, if any, laboratory monitoring
[2,3]. Current guidelines recommend initiation of ART at age-
related CD4 thresholds that are based on the risk of short-term
disease progression. However, with increasing likelithood of
survival into adulthood, a major challenge is to better understand
how timing of ART initiation in childhood influences long-term
immune reconstitution and immunological health [3]. To date,
studies describing ART outcomes in resource-limited settings have
usually reported only short-term (<1-2 y) disease progression and
CD4 changes as outcomes [2,4]. Studies of longer-term immune
reconstitution after ART initiation are scarce, and have typically
included fewer than 200 children [5-8].

Although some large studies have assessed the long-term
immunological effects of ART in adults in resource-limited settings
[9,10], immune reconstitution differs significantly in children [11-
14], most likely as a result of their more active thymopoiesis [15—
17]. Successful approaches for studying long-term immune
reconstitution in adults [18], and the conclusions drawn, may
therefore not extend to children, and particularly not across all age
groups in childhood. In addition, factors such as greater burden of
co-infections and higher rates of malnutrition may result in
differences in CD4 response between children in well-resourced
and resource-limited settings.

We previously developed a statistical model for CD4 reconsti-
tution in 127 European/South American HIV-infected children
starting AR'T [19]. It assumes that the rate of increase in CD4
count (standardised for age) is fastest immediately following
treatment initiation, falling exponentially with treatment duration
so that CD4 count tends to a constant value in the long term,
ideally approaching the count in a healthy child of the same age.
By incorporating factors including age at treatment initiation in
our model, we found that current guidelines for ART initiation,
which are designed to reduce short-term risk of disease progres-
sion, may not always be optimal in terms of long-term immune
reconstitution.

With the aim of understanding the kinetics of long-term CD4
reconstitution, we have investigated a large cohort of HIV-
infected, ART-naive children initiating ART in Uganda and
Zimbabwe and followed up for a median (interquartile range
[IOR]) 4.0 (3.7, 4.4) y. We identified qualitatively different CD4
recovery profiles using linear and nonlinear regression. We also
present predictive models of long-term CD#4 status based on age
and CD4 count at ART initiation, constructed using nonlinear
mixed-effects models. By taking into consideration long-term
immunological health, this approach should better inform
decisions for ART initiation, which to date have been based
mainly on risks of short-term disease progression in untreated
children before the era of ART.

Methods

Participants and Follow-Up
We used data from the Antiretroviral Research for Watoto
(ARROW) trial, an open-label, randomised 5-y paediatric trial
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comparing two monitoring strategies during first-ine ART
(http://www.arrowtrial.org/; ISRCTN 24791884 [20]). 1,206
HIV-infected, ART-naive children aged 3 mo to 18y and
meeting WHO criteria for ART were enrolled at three centres
in Uganda (Joint Clinical Research Centre, Paediatric Infectious
Diseases Centre, and Medical Research Council/Uganda Virus
Research Institute Uganda Research Unit on AIDS) and one in
Zimbabwe (University of Zimbabwe, Harare). The trial was
approved by research ethics committees in Uganda, Zimbabwe,
and the United Kingdom. Written informed consent was obtained
from children’s parents/guardians, and written assent from the
children as appropriate.

The ARROW trial’s primary aim was to compare two
monitoring strategies in children starting ART. Accordingly,
children were randomised to either the “clinically driven
monitoring” (CDM) or “laboratory and clinical monitoring”
(LCM) group. In both groups, children had a routine full blood
count, lymphocyte subsets (CD4, CDS8), and liver and renal
function tests (bilirubin, urea, creatinine, aspartate transaminase,
alanine transaminase) performed every 12 wk. Demographic (age,
sex) and clinical (WHO staging, height, weight) data were also
collected. An additional week 4 lymphocyte subset measurement
was available in children participating in an immunology
substudy. In the CDM group, test results were returned to the
clinician only if he or she requested them for clinical reasons, or
for a grade 4 adverse event as defined in the trial protocol [21]. No
total lymphocyte or CD4 counts were ever returned for CDM
participants. Independently of monitoring randomisation, all
children were also randomised to one of three first-line ART
strategies. A control group (Arm A) received two nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NRTI) drugs (lamivudine and
abacavir) with one non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NNRTI)—nevirapine in children aged <3y and either nevir-
apine or efavirenz for older children based on clinician choice—
according to WHO guidelines. The remaining children received
these three drugs and also a third NR'T1, zidovudine. After 36 wk,
children who had started four-drug ART dropped either
zidovudine (Arm B) or their NNRTT (nevirapine or efavirenz;
Arm C). Criteria for failure of first-line ART and switch to second-
line ART were clinical in both monitoring groups, or immuno-
logical in the LCM group only, and followed WHO guidelines [3].
Participants were followed under these monitoring/AR'T strategies
until the end of the overarching ARROW trial on 16 March 2012.

No HIV viral loads were assayed in real time, following national
guidelines, although samples were stored, and retrospective testing
was carried out at a subset of time points and in a subset of
children to address specific focussed questions [20]. The sampling
design involved running assays for samples taken at 0, 4, 24, 36,
48, and 144 wk after ART initiation in all children aged <5 y at
enrolment, plus in older children enrolled after 1 June 2008 and
participating in the immunology substudy (assays 70% complete).
Samples were also assayed at the time of a secondary randomisa-
tion to once versus twice daily lamivudine+abacavir, and 48 and
96 wk subsequently (assays 95% complete), and at 36, 48, and
84 wk in 41 children enrolled in a pharmacokinetic substudy of
once versus twice daily lamivudinetabacavir (assays 100%
complete). One centre also systematically performed viral load
assays in all children as they exited the trial (i.e., did not select
according to possible failure). In children for whom some post-
enrolment viral loads were available, we characterised virological
response to ART by calculating the mean log; viral load (in RNA
copies/millilitre) (“average log-viral load””) and the proportion of a

October 2013 | Volume 10 | Issue 10 | €1001542



child’s viral load measurements that were above 80 RNA copies/
ml (“proportion of viral loads detectable”).

The primary and secondary randomised comparisons have
been reported separately [20]. This analysis is exploratory, was not
specified in the protocol, and was conducted with the aim of
understanding and modelling qualitatively different patterns of
Immune reconstitution.

Age-Adjusted CD4 Count

CD4 T cell counts were adjusted for age by dividing by the CD4
count that would be expected in HIV-uninfected children of the
same age [22,23]. Thus, a ratio (“CD4-for-age™) of 1 indicates the
expected CD4 count for age, and ratios <1 indicate a lower than
expected CD4 count for age. The CD4 z-score (normalised centile
of the observed CD4 count within a reference population of
uninfected, HIV-exposed children of the same age) [24] was not
used here because z-scores do not allow the youngest children to
have extremely low scores (e.g., 1 CD4 cell/pl has z-score —8.1 in
a l-y-old, but —62 in a 10-y-old), and the z-score is also very
sensitive to small errors in CD4 count at low values (Figure S1).
Although CD4 percentage is more stable with age and has been
widely used [25,26], CD4 count has been shown to have greater
prognostic value [27] and so was the preferred variable in this
analysis.

Statistical Analyses

Our mathematical model, which assumes nonlinear CD4-for-
age recovery over time, tending towards a final stable level
(asymptote) in the long term, has been previously described [19]. It
is summarised as follows for CD4-for-age in child  at time #;

In(CD4-for-age;) =asy; — (asy; —int;)exp(—¢; #;) (1)

The child-specific intercept (int;) is the In(CD4-for-age) value at
treatment initiation. The asymptote (asy,) is the long-term In(CD4-
for-age) value. The proportional recovery rate ¢; characterises the
time for recovery, with In(2)/¢ being the time for half the total
recovery from int to asy to occur (llustrated in Figure 1).
Transformation of CD4-for-age onto the log scale improves
normality.

Identifying children with asymptotic CD4 reconstitution
profiles. In preliminary analysis we found that the model did
not converge onto the entire dataset. To identify children whose

asymptote

In(2)/c

intercept

Logarithm of age-corrected CD4+ cell count
A\ 4

years since ART initiation

Figure 1. An illustrative representation of the mathematical
model used to describe CD4 reconstitution.
doi:10.1371/journal.pmed.1001542.9001
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CD4-for-age trajectories followed Equation 1 (“asymptotic recon-
stitution”), each child’s CD4 counts were modelled individually,
using least squares to fit each child’s data to Equation 1. Children
were divided into two groups: one in which the least-squares fit
had converged, and the other in which it had not. The first group
thus consisted of children with asymptotic reconstitution, while the
other comprised children with qualitatively different CD4
reconstitution profiles.

Modelling asymptotic reconstitution profiles. In the
group with asymptotic CD4 reconstitution, recovery was analysed
using nonlinear mixed-effects models for In(CD4-for-age), based
on Equation 1. The mixed-effects model assumes that in each
child the values of the three parameters int, asy, and ¢ are the sum
of a fixed effect—which describes the average response in the
whole population of children with asymptotic reconstitution—and
a normally distributed random effect—which accounts for and
describes inter-individual variability. A normally distributed error
term g; is added to Equation 1 to represent noise, measurement
error, and model mis-specification.

We investigated the predictive value of age, sex, WHO disease
stage, height- and weight-for-age z-scores at ART initiation, and
randomisation to monitoring and first-line ART strategies on
proportional recovery rate (¢) and CD4-for-age at ART initiation
(int) and in the long term (asy), using a backwards-selection
procedure based on an exit p=0.01 to favour parsimony and
avoid including small significant but clinically unimportant effects
given the size of the dataset. Height- and weight-for-age z-scores
were calculated using UK norms, which, unlike WHO references,
cover the whole childhood age range [28].

Characterising non-asymptotic reconstitution. In chil-
dren without asymptotic CD4 reconstitution, we used linear
models to fit CD4-for-age trajectories and identify those with
increasing or decreasing CD4-for-age, those in whom CD4-for-age
did not change significantly, and those with insufficient data to
characterise a recovery profile.

Analyses were performed in R [29], using the nlme package
[30] for nonlinear modelling. Graphs interpreting the fitted
parameter values in terms of predicted CD4 trajectories were
produced using Mathematica [31].

Results

1,206 ART-naive children (51% girls) were enrolled in the
ARROW trial between 15 March 2007 and 18 November 2008
and followed for a median IQR) 4.0 (3.7, 4.4) y. 806 (67%) were
from Uganda; 400 (33%) were from Zimbabwe. There were 600
children in the LCM group versus 606 children in the CDM group
in the monitoring randomisation, and 397 children in Arm A (198
LCM, 199 CDM) versus 404 in Arm B (201 LCM, 203 CDM)
versus 405 in Arm C (201 LCM, 204 CDM) in the ART strategy
randomisation.

Median (IQR) age at ART initiation was 6.0 (2.4, 9.3) (range:
0.4-17.6) y, and the median (IQR) CD4 count and CD4-for-age
were 360 (164, 694) cells/ul and 0.28 (0.14, 0.43), respectively. At
ART initiation, 683 (57%) and 169 (14%) children were at WHO
disease stage 3 and 4, respectively. Children were moderately
wasted (median [IQR] weight-for-age z-score —2.2 [—3.3, —1.3])
and stunted (median [IQR] height-for-age z-score —2.4 [—3.4,
—1.5]).

At least one post-enrolment viral load measurement was
available in 950 children (79%), who had a median (IQR) age of
4.4 (2.0, 7.7) y, a median CD4 count of 439 (197, 780) cells/pl,
and a median CD4-for-age of 0.29 (0.16, 0.46) at ART initiation.
In these 951 children, the median IQR) number of measurements
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per child was 4 (3, 7), and samples were collected after a median

(IQR) 84 (36, 144) wk on ART.

Contrasting Long-Term Profiles of CD4 Reconstitution
Following ART Initiation

Our model identified two distinct groups according to long-term
CD4 reconstitution profiles on ART. The first group included 914
(76%) children with asymptotic CD4 reconstitution (average
response in this group shown in Figure 2B). Among the remaining
292 (24%) children, CD4-for-age values followed qualitatively
different trajectories. At ART initiation, children with asymptotic
reconstitution were younger ($<<0.001) and had lower CD4-for-
age (p<<0.001) and height-for-age z-score (p<<0.001) (Table 1). In
multivariable logistic models, experiencing asymptotic reconstitu-
tion was independently associated with being younger at ART
initiation (odds ratio [OR] [95% CI] =0.94 [0.91, 0.97] per year
older, p<<0.001) and having lower height-for-age (OR =0.86 [0.78,
0.95] per unit higher height-for-age, p=0.003). Children rando-
mised to four-drug, two-class induction followed by two-
NRTI+NNRTI maintenance (Arm B) were more likely to have
asymptotic reconstitution than the standard-of-care arm (Arm A)
(OR=1.48 [1.05, 2.07] higher, p=0.024), but there was no
evidence of a difference between three-NRTI maintenance (Arm
C) and Arm A (OR =0.93 [0.68, 1.28] higher, p=0.65). Notably,
monitoring strategy (CDM versus LCM) did not predict allocation
to asymptotic or non-asymptotic reconstitution groups before
(p=0.61, Table 1) or after adjustment for other factors
(OR[CDM:LCM] =0.93 [0.71, 1.21], p=0.57).

Clinically, children with non-asymptotic recovery showed
generally worse disease progression than those with asymptotic
recovery. 42 (14%) as opposed to 21 (2.3%) switched to second-
line therapy (OR 7.13 [4.04, 12.92], p<<0.001) (none in the first
year on ART), and 53 (18%) versus 59 (6.5%) experienced WHO
stage 3 or 4 HIV events (OR 3.21 [2.11, 4.87], p<<0.001).

Post-enrolment viral loads were available in 750 (82%) of the
children with asymptotic reconstitution (median [IQR] 4 [3, 7]
values available per child) and 200 (68%) of the children with non-
asymptotic reconstitution (median [IQR] 3 [2, 6] values available
per child). There was some marginal evidence of poorer virological
response to ART in the non-asymptotic responders: median (IQR)
average log-viral load was 2.07 (1.90, 3.45) compared to 2.03
(1.90, 2.39) in asymptotic responders (p=0.050), and the
proportion of viral loads detectable (>80 copies/ml) was 0.33
(0.00, 1.00) compared to 0.25 (0.00, 0.50) (p=0.014).

Children with Asymptotic CD4 Reconstitution

Figure 2A shows mean CD4-for-age throughout follow-up in
this group, who had a median (IQR) age of 5.6 (2.3, 9.0) y and a
median (IQR) CD4 count of 345 (176, 6355) cells/ul at ART
initiation (Table 1). Table 2 gives population average (fixed-effects)
parameters as fitted in the nonlinear mixed-effects model, and
Figure 2B and 2C illustrate the impact of age on expected CD4-
for-age trajectory. There was no evidence of nonlinearity in the
relationships between age at ART initiation and CD4 count either
at ART initiation or in the long term. From the model, the
estimated median (IQR) CD4 count in this group after 3.9 y on
ART was 903 (658, 1,281) cells/ul. The proportional recovery
rate, ¢, was 0.038 (95% CI: 0.036, 0.040) per week, corresponding
to a half-life ¢ ,0 =In(2)/¢ (the time taken for half of the ultimate
on-ART increase in CD4-for-age from intercept to asymptote to
occur) of 18 (95% CI: 17, 19) wk.

A strong correlation was estimated between CD4-for-age at

[0.31, 0.43], p<<0.001; Figure 2D): that 1s, children who started
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ART with higher CD4-for-age achieved higher CD4-for-age in
the long term. Interestingly, children with lower CD4-for-age at
ART initiation had faster initial recovery (correlation=—0.35
[—0.43, —0.27], p<<0.001; Figure 2D). These two correlations
combined so that those with faster initial recovery also ended up
with lower long-term CD4-for-age (correlation = —0.44 [—0.54,
—0.33], p<<0.001; Figure 2D). Such results are consistent with
reconstitution processes that are sensitive to a low concentration of
CD4 T cells, driving faster recovery in response to lower CD4-for-
age, but that are nonetheless unable to reverse significant HIV-
related impairment, which is reflected in lower CD4-for-age both
before and after treatment. The second important observation was
that in multivariable analyses (Table 2), lower CD4-for-age at
ART initiation and in the long term were each independently
associated with older age at ART initiation (both p<<0.001;
Figure 2B). Lower CD4-for-age at ART initiation was also
associated with lower weight-for-age z-score (p<<0.001). Boys
achieved lower long-term CD4-for-age values than girls, as did
children randomised to zidovudine-containing three-NRTT main-
tenance (Arm C) compared to those in Arm A (both p<<0.001).
Using backwards selection, we found no covariates whose
inclusion in the model for proportional recovery rate ¢ substan-
tially improved the fit.

Because CD4 counts in adults starting ART have often been
fitted using linear mixed-effects models with a change in slope
some weeks after treatment initiation [18], we fitted a similar
model in our CD4-for-age data. It proved a substantially worse fit
(Akaike information criterion 976 units higher) than the asymp-
totic model, confirming use of our Equation 1 as more
appropriate. Because CD4 recovery in adults is known to be
biphasic [32], we also investigated a model that was the sum of two
asymptotic functions with different proportional rates of recovery,
but were unable to fit it to our data.

Using the fitted model parameters, we can predict CD4
trajectories for children with asymptotic reconstitution starting
ART at different ages and with different CD4 counts. Figure 3A
illustrates predicted trajectories in children starting ART having
reached current (2010) WHO ART initiation criteria aged 2, 6, or
10 y. While the 2-y-old is predicted to recover CD4 count well, the
6- and 10-y-olds show progressively impaired recovery. Thus,
starting ART at older ages appears to impair long-term CD4
count when treatment is initiated at the WHO CD4 count
thresholds for ART initiation, which differ substantially between
children aged <5 y and >5 y. From Figure 3B it is apparent that
the fixed CD#4 threshold for starting ART in children over 5 y old,
while satisfactorily reducing risk of disease progression, increas-
ingly limits the potential for optimal CD4 recovery as the child
approaches adulthood. In early life, however, relatively large
changes in the thresholds for ART initiation have a fairly limited
impact on long-term CD4 count.

Children with Non-Asymptotic CD4 Reconstitution

At ART initiation, the 292 children whose CD4 recovery
differed qualitatively from the asymptotic reconstitution described
above had a median (IQR) age of 7.3 (2.8, 10.7) y and a median
CD4 count of 401 (155, 837) cells/ul. Fitting individual linear
models to CD4-for-age measurements in each of these children
allowed us to identify four subgroups within this population based
on a per-child test of significance for the change in CD4-for-age
over follow-up (Figure 4; Table 3).

Of these 292 children, 23 (8%) (median [IQR] age: 9.2 [6.6,
11.6] y, CD4 count: 281 [89, 1,013] cells/pl, and CD4-for-age:
0.28 [0.08, 0.43], all at ART initiation) had a significant (p<<0.05)
decline in CD4-for-age over follow-up. These children’s mean
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Figure 2. Modelling CD4-for-age in children showing asymptotic reconstitution. (A) Mean CD4-for-age over time since ART initiation for
914 children with asymptotic CD4 reconstitution. Errors bars give standard error of the mean. Points are shown for times where >20% of children in
this group remained in the trial. Only children participating in a substudy had measurements available at week 4, accounting for the wider error bar.
The numbers of children with measurements available at 0, 4, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168, 180, 192, 204, 216, and 228 wk
were 914, 153, 897, 893, 900, 893, 894, 898, 989, 900, 902, 898, 899, 897, 896, 892, 861, 790, 516, 354, and 232, respectively. (B) Population-average
(fixed-effects) In(CD4-for-age) trajectories predicted by our nonlinear mixed-effects model (Table 2) for “average” HIV-infected children (female,
weight-for-age z-score at ART initiation —2.2) aged 2 (dashed line), 6 (solid line), and 10 (dot-dashed line) y. (C) Predicted CD4-for-age trajectories as
shown in (B), but plotted on the linear scale (i.e., CD4/expected CD4). (D) Correlations between child-level random effects (difference from population
average) in the three model parameters. Each panel refers to correlations between the estimated random effects (differences between child-specific
parameters and the population average) in two of the three parameters int (CD4-for-age at ART initiation), asy (long-term CD4-for-age), and ¢
(proportional recovery rate). The pair of parameters being considered is identified by the row and column labels in the panels on the diagonal. The
upper-right panels plot the values of the random effects against one another. The lower-left panels give Pearson correlations between the estimated
random effects, with 95% confidence intervals and p-values.

doi:10.1371/journal.pmed.1001542.9g002

CD4-for-age values showed an initial, small response to treatment and treatment switched to second-line ART, the CD4-for-age
in the first few weeks on ART (Figure 4A). After week 12, began to recover again. Of note, in univariable tests (Table SI)
however, mean CD4-for-age began to fall, possibly as a result of these children differed from the larger group with asymptotic CD4
treatment failure. Finally, as non-response or failure was detected reconstitution only in their older age (p=0.002). There was no
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Table 1. Characteristics at ART initiation of the two groups of HIV-infected ART-naive children in the ARROW trial with qualitatively
different CD4 reconstitution profiles.

Asymptotic CD4 Reconstitution Non-Asymptotic CD4

Characteristic (Figure 1) (n=914) Reconstitution (n=292) p-Value
Female, n (percent) 474 (52%) 136 (49%) 0.13
Age (years) 5.6 (2.3, 9.0) 7.3 (2.8, 10.7) <0.001
WHO stage, n (percent) 0.72

1 17 (2%) 3 (1%)

2 251 (27%) 83 (30%)

3 514 (56%) 169 (61%)

4 132 (14%) 37 (13%)

CD4 count (cells/pl)? 350 (170, 646) 401 (155, 837) 0.062
CD4-for-age (count/healthy count)® 0.26 (0.14, 0.41) 0.32 (0.14, 0.55) <0.001
CD4-for-age In(count/healthy count)? —1.3(-20, —0.9) =11 (=19, —0.6) <0.001
Weight-for-age zscore —23(-33, —13) =20 (=32, —1.0) 0.023
Height-for-age zscore —25 (=35, —1.6) =20 (=3.1, —1.1) <0.001
Monitoring randomisation, n (percent) 0.61
LCM 459 (50%) 141 (48%)

cbmMm 455 (50%) 151 (52%)

First-line ART randomisation, n (percent) 0.024
Arm A 294 (32%) 103 (35%)

Arm B 325 (36%) 79 (27%)

Arm C 295 (32%) 110 (38%)

Data are median (IQR) unless otherwise indicated. p-Values are for Fisher's exact (WHO stage and first-line ART randomisation), chi-squared (sex and monitoring
randomisation), and Wilcoxon rank sum (continuous variables) tests for a difference between the two groups.

?CD4 count at ART initiation was missing in one child from each group.

doi:10.1371/journal.pmed.1001542.t001

Table 2. Predictors of CD4-for-age after ART for 914 children with asymptotic CD4 reconstitution.

Estimate (95%Cl)

Variable p-Value
Natural Scale (In[CD4-for-Age]) Linear Scale (CD4-for-Age)

Intercept (CD4-for-age at ART initiation) -1.59 (—1.66, —1.52) 0.20 (0.19, 0.22) <0.001
Age at ART initiation (per year older) —0.08 (—0.10, —0.06) 0.92 (0.91, 0.94) <0.001
Weight-for-age at ART initiation (per unit z-score higher) 0.16 (0.12, 0.20) 1.17 (112, 1.22) <0.001
Asymptote (long-term CD4-for-age) —0.21 (—0.26, —0.16) 0.81 (0.77, 0.85) <0.001
Age at ART initiation (per year older) —0.048 (—0.055, —0.042) 0.95 (0.95, 0.96) <0.001
Sex (female versus male) 0.11 (0.06, 0.16) 1.11 (1.06, 1.17) <0.001
ART strategy (Arm B versus Arm A) 0.044 (—0.017, 0.105) 1.04 (0.98, 1.11) 0.16
ART strategy (Arm C versus Arm A) —0.14 (—0.20, —0.08) 0.87 (0.82, 0.93) <0.001
c 0.038 (0.036, 0.040) — <0.001

Results are expressed relative to the reference category (boy, aged 6 y, with weight-for-age z-score —2.2 and randomised to first-line ART strategy Arm A [standard of
care two-NRTI+NNRTI throughout]). Analysis was carried out on the natural logarithm scale (In[CD4/expected CD4]), but results are reported both on the natural scale
and back-transformed to the linear scale (CD4/expected CD4). Estimated effect sizes of covariates on the baseline (intercept) and the long-term (asymptote) CD4-for-age
are additive on the natural log scale, but multiplicative on the linear scale—for example, a 1-y increase in age is associated with a —0.08 unit lower In(CD4/expected
CD4) at ART initiation or, equivalently, a CD4/expected CD4 lower by a factor of exp(—0.08) =0.92. Similar effect sizes were seen in univariable models. After adjusting
for the factors shown, there was no additional predictive value on intercept of sex, WHO disease stage 3 or 4, or first-line ART or monitoring strategy; on asymptote of
WHO disease stage 3 or 4, weight-for-age z-score, or monitoring strategy, or on ¢ of age, sex, WHO disease stage 3 or 4, or ART or monitoring strategy (likelihood ratio
tests, p>0.01; further details are given in Table S2). Although weight-for-age was not selected in the backwards selection, likelihood ratio tests to assess additional
predictors on top of the final multivariable model suggested weight-for-age might be a predictor for ¢ (p = 0.003 in likelihood ratio test; estimate 9.31x10~* higher per
one-unit increase in weight-for-age [95% Cl: —7.01x107°, 1.93x107 %], i.e,, faster proportionate recovery speed in those with higher weight-for-age at ART initiation).
However, other effect size estimates were essentially unchanged, and examining closely related covariate models suggests this apparent predictive value may be the
result of overfitting. Thus, the final backwards selection is presented as the final model, as described in the Methods.

doi:10.1371/journal.pmed.1001542.t002
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Figure 3. Predicted long-term CD4 counts in children starting ART at different ages and CD4 levels. (A) CD4 trajectories predicted for
children starting ART having reached WHO CD4 count thresholds at age 2 (dashed line), 6 (dotted line), or 10 (dot-dashed line) y. The thin dashed line
indicates WHO thresholds for ART initiation, and the thin solid line the trajectory in CD4 count with age expected in a healthy child. (B) Expected CD4
count on immunological maturity (estimated at age 20 y) for different ages and CD4 counts at ART initiation. Values at the ends of the grey contour
lines indicate expected adult CD4 count in children starting ART at the ages and CD4 counts given on the horizontal and vertical axes. The black line
indicates the current WHO CD4 thresholds for ART initiation. Grey point markers show the age and fitted CD4 count at ART initiation of the 914
children on whom the model is based. They indicate at which ages/CD4 counts the model has substantial evidence, and where it represents an

extrapolation from the available data.
doi:10.1371/journal.pmed.1001542.g003

evidence of between-group differences in other parameters,
including CD4-for-age at ART initiation, and monitoring and
ART strategy randomisations (>0.08). Clinical progression was
worse than in the asymptotic group: five children (22%) switched
to second-line treatment (none in the first year on ART), 10 (43%)
experienced WHO stage 3 or 4 events, and six (26%) died (all
$<<0.001 for comparison to the large asymptotic group; Table S1).
Viral loads were available in 11 children in this group (48%;
median [IQR] 2 [1.5, 3] measurements per child). These children
had poorer virological control than asymptotic responders:
average log-viral load was higher (median [IQR] 4.52 [2.02,
4.76] RNA copies, p=0.014) and a greater proportion of viral
loads were detectable (1.00 [0.83, 1.00], p<<0.001).

79 (27%) of the 292 children (median [IQR] age: 5.5 [2.4, 8.8] v,
CD4 count: 360 [83, 737] cells/ul, and CD4-for-age: 0.28 [0.07,
0.41] at ART initiation) showed continuing improvement in CD4-
for-age with time, characterised by a significant ($<<0.05) positive
linear slope (Figure 4B). Like the children with asymptotic
reconstitution, these children’s CD4-for-age increased with time
on ART. Unlike the asymptotic group, however, their CD4-for-age
increased more slowly and continuously over 4-5y on ART,
although it is possible that CD4 count will plateau in the years
following the last available measurement. These children may be
showing CD4 recovery that is slower for reasons connected to the
mechanism of recovery, and/or to qualitatively different functional
impairments at ART initiation. Compared to the large group with
asymptotic reconstitution (Table SI), there was evidence in
univariate comparisons that these children had lower (less severe)
WHO disease stage (p = 0.0048 for both stage 3 and stage 4 versus
stage 2) and were more likely to be in Arm A and less likely to be in
Arm B (p=0.024). Other characteristics were similar (»>0.05).
Clinical progression was worse than in the asymptotic group: 21
(27%) children switched to second-line therapy (none in the first
year on ART), and 16 (20%) experienced WHO stage 3 or 4 HIV
events (both p<<0.001), although only one child died (Table S1). 60
(76%) of these children had at least one viral load recorded, with a
median (IQR) 5 (2, 9) measurements per child. Their virological
response was similar to that of the asymptotic group: median [IQR]

PLOS Medicine | www.plosmedicine.org

average log-viral load was 1.96 (1.84, 3.10) (p=0.70), and the
proportion of viral loads detectable was 0.17 (0.00, 0.53) (p = 0.60).

Linear models in 153 (52%) of the 292 children (median [IQR]
age: 8.1 [3.1, 11.3] y; CD4 count: 479 [230, 980] cells/ul; CD4-
for-age: 0.40 [0.21, 0.66] at ART initiation) showed no evidence of
a significant change in CD4-for-age over the first 4-5 y on ART
(p>0.05) (Figure 4C). These children started ART with a higher
CD4 count and CD4-for-age (both p<<0.001 versus those with
asymptotic CD4 reconstitution) and had a small, fast increase in
CD4-for-age in the first few weeks following ART, compatible
with redistribution of memory CD4 T cells. Following this initial
increase, however, CD4-for-age showed no further recovery over
4-5 y of follow-up. Moreover, when ages, weights-for-age, and
CD4 counts in these children were used to predict their long-term
CD4-for-age according to the nonlinear mixed-effects model for
asymptotic reconstitution described above, we found a median
(IQR) predicted long-term CD4-for-age of —0.39 (—0.21,
+0.00)—somewhat higher than the steady level observed (around
—0.5). While these children did show some response to treatment,
they seemed to be less able to reconstitute CD4 cells in the long
term than the asymptotic group. In addition to their higher CD4-
for-age at ART initiation, in univariate comparisons (Table S1)
these children were older, heavier, and taller than the large group
with asymptotic CD4 reconstitution (p<<0.001). Clinical progres-
sion was worse than in the asymptotic responders: 16 children
(10%) switched to second-line therapy (p<<0.001), 21 (14%)
experienced WHO stage 3 or 4 HIV events (p = 0.004), and eight
died (5.2%, p<<0.001). (ORs for clinical progression are given in
Table S1.) 113 (74%) of these children had viral loads recorded,
with a median [IQR] 4 (2, 7) measurements available per child.
Their virological response was again similar to that of the
asymptotic group: median (IQR) average log-viral load was 2.03
(1.90, 3.18) (p=0.28), and the proportion of viral loads detectable
was 0.33 (0.00, 0.75) (p=0.18).

Finally, 37 (13%) of the 292 children (median [IQR] age at
ART initiation: 5.4 [1.8, 9.1] y) had very low baseline CD4 counts
(median [IQR] 130 [22, 671] cells/pl)—and thus low CD4-for-age
(median [IQR] 0.12 [0.02, 0.41])—and =1 CD4 measurements
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Figure 4. CD4-for-age in children not showing asymptotic reconstitution. Mean CD4 cell count for age with time since ART initiation (error
bars: standard error of the mean) for: (A) 23 children with significant (p<<0.05) decreasing CD4-for-age with time; (B) 79 children with significant
(p<<0.05) increasing CD4-for-age with time but not fitting the asymptotic model; (C) 153 children with no significant change (p>0.05) in CD4-for-age
with time; and (D) 37 children with only baseline CD4 count available. For comparison to the asymptotic group, grey lines indicate average (fixed-
effects, for a 6-y-old girl with weight-for-age z-score —2.2) CD4-for-age in the 914 children with asymptotic CD4 reconstitution. In (A-C), data points

are shown where >20% of children in each group remained in the trial.

doi:10.1371/journal.pmed.1001542.g004

available after ART initiation (Figure 4D). 32 of these children
died, and five were lost to follow-up, early in the trial.
Discussion

At present it is recommended that children initiating ART
should continue treatment for life. Understanding the long-term
impact of treatment initiation at different CD4 counts and ages is

PLOS Medicine | www.plosmedicine.org

therefore essential to ensure that children reach adulthood with
immune systems as intact as possible. We have conducted an
exploratory study characterising qualitatively and quantitatively
different CD4 responses to ART in a large sample of children
mitiating ART. The analysis, which was not pre-planned or
specified in the trial protocol, has allowed us to identify
subpopulations of children who respond in qualitatively different
ways to ART over the long term.
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The majority of children (76%) had asymptotic CD4 reconsti-
tution following ART initiation, with an initial steep increase in
CD4-for-age that slowed with a halflife of ~18 wk, tending
towards a constant level over the long term of (for a child of
average demographics) ~80% of the CD4 count expected in an
HIV-uninfected child of the same age. CD4-for-age both before
ART and in the long term were higher for children starting ART
at younger ages, and long-term CD#4 reconstitution was better in
children with higher CD4-for-age at ART initiation. These results
in resource-limited settings reiterate findings in European cohorts
[19,33], and demonstrate the need for earlier diagnosis in all
settings, the value of testing children at multiple points of access to
healthcare services, and the importance of early availability of
ART at minimum at the recommended thresholds for ART
initiation. Of note, we found no evidence in these more
sophisticated models that CD4 reconstitution (asymptotic or
non-asymptotic recovery, or any model parameter) depended on
whether children received ART with or without CD4 monitoring.
This finding is similar to that of the main randomised comparison
[20] and contrasts with findings in adults, in whom there is
evidence that CD4 monitoring has benefits for long-term immune
reconstitution [9].

Unexpectedly, none of the pre-ART factors considered, nor the
randomised groups, were associated with the parameter char-
acterising speed of proportional CD4 recovery. Although this
might at first appear inconsistent with previous studies showing
faster recovery in younger children [33-35], the measure of
recovery used elsewhere has generally been an absolute one rather
than the proportional rate (¢), which we used here. Thus, absolute
reconstitution may be faster in younger children in that a given

PLOS Medicine | www.plosmedicine.org

Table 3. Characteristics at ART initiation of four subgroups of HIV-infected ART-naive children who did not show asymptotic CD4-
for-age reconstitution on long-term ART (n = 292).

CD4-for-Age CD4-for-Age No Significant Change

Decreasing (p < 0.05) Increasing (p < 0.05) in CD4-for-Age =2 Measurements
Characteristic (n = 23) (n =79) (p > 0.05) (n = 153) (n =37) p-Value
Female, n (percent) 12 (52%) 40 (51%) 68 (44%) 16 (43%) 0.59
Age (years) 9.2 (6.6, 11.6) 5.5 (2.4, 8.8) 8.1 (3.1,11.3) 54 (1.8,9.1) 0.009
WHO stage, n (percent) 0.16
1 0 (0%) 1 (1%) 2 (1%) 0 (0%)
2 6 (26%) 32 (41%) 39 (25%) 6 (16%)
3 13 (57%) 39 (49%) 100 (65%) 17 (46%)
4 4 (17%) 7 (9%) 12 (8%) 14 (38%)
CD4 count (cells/ul)? 281 (89, 1013) 360 (83, 737) 479 (230, 980) 130 (22, 671) 0.016
CD4-for-age (count/healthy count)® 0.28 (0.08, 0.43) 0.28 (0.07, 0.41) 0.40 (0.21, 0.66) 0.12 (0.01, 0.34) 0.002
CD4-for-age In(count/healthy count)®*  —1.3 (=25, —0.9) —13 (=27, —0.9) —09 (—1.6, —04) =21 (=42, -1.1) 0.002
Weight-for-age z-score —1.7 (=28, —1.4) —2.0(—3.2, —0.8) —1.8 (=28, —0.8) —3.5 (=5.0, —2.4) 0.55
Height-for-age z-score —2.1 (=34, —-1.1) —23(—3.3, —1.0) —-19(-28, —1.2) —2.7 (=34, —14) 0.73
Monitoring randomisation, n (percent) 0.33
LCM 7 (30%) 38 (48%) 71 (46%) 25 (68%)
CDM 16 (70%) 41 (52%) 82 (54%) 12 (32%)
First-line ART randomisation, n (percent) 0.14
Arm A 7 (30%) 35 (44%) 48 (31%) 13 (35%)
Arm B 10 (43%) 20 (25%) 42 (27%) 7 (19%)
Arm C 6 (26%) 24 (30%) 63 (41%) 17 (46%)
Data are median (IQR) unless otherwise indicated. p-Values are for Fisher's exact (categorical variables) or Kruskal-Wallis (continuous variables) tests for a difference
between the four groups.
doi:10.1371/journal.pmed.1001542.t003

increase in CD4 count or percentage takes less time, but a given
proportion of the total long-term improvement achieved may still
occur in the same time, regardless of age. Nonetheless, we did find
significant inter-individual variability in proportional recovery rate
that was unexplained by the pre-ART factors studied. Genetic
differences between children and/or viral strains may be one
explanation for this, and the qualitative composition of the CD4
count when ART began—for example, the percentages of
activated and proliferating cells—may also play a role.

As in European/US children, we found that the asymptotic
model was a better fit to the data from African children than the
two-slope linear mixed-effects model that is optimal in adults [18].
This finding adds further weight to the hypothesis that CD4
recovery in children differs qualitatively and mechanistically from
that in adults, perhaps reflecting greater involvement of the naive
T cell pool and greater dependence on thymopoiesis; this finding is
supported by the difference in the impact of CD4 monitoring on
long-term reconstitution in adults [9] compared to children [20].
Some of the conclusions from adult studies do, however, apply also
in children. For example, like the children studied here, adults
with low CD4 counts at ART initiation have been observed to
have generally lower CD4 counts 3 y later [36].

Using parameters obtained from the nonlinear mixed-effects
model for asymptotic CD4 reconstitution, we were able to predict
CD4 trajectories for children starting ART at different ages and
with different CD4 counts, reflecting the response that would be
expected from the majority of children initiating ART. Qualita-
tively, our findings are similar to those obtained in previous work
on European and Brazilian children [19], but the far larger
numbers in the present study now provide much greater certainty
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and also demonstrate that factors such as co-infection burden,
malnutrition, and trial recruitment criteria do not appear to cause
large differences in the CD4 response to ART. From Figure 3B,
predicted CD4 count at age 20y (i.e., in adulthood) can be
estimated for every combination of age and CD4 count at ART
initiation. Although our predictions extrapolate the data forward
in time, the wide age and CD4 range at ART initiation, and the
stability of results compared to analysis through 3 vy, suggest that
the extrapolations are reasonable. Nevertheless, further analysis of
long-term CD4 response in adolescents will be important as
validation. The figure shows how starting ART at the same CD4
count but at progressively older age is increasingly detrimental to
long-term immunological health. For example, to achieve a CD4
count of >700 cells/pl at 20 y of age, children under 8 y need to
start ART with a CD4 count >223 cells/pl, but a 10-y-old would
need to start before CD4 count falls below 347 cells/pl, and a 12-
y-old before reaching 557 cells/ul. In contrast, a 2-y-old would
need only a CD4 count >96 cells/pl, and a 5-y-old, CD4 count
>130 cells/pul. To optimise immune reconstitution when children
reach adulthood, our findings suggest that ART may be warranted
in vertically HIV-infected children who are still AR T-naive at ages
over 10 y, regardless of CD4 count. In young children, however,
current guidelines designed to minimise risk of disease progression
also preserve the potential for good CD4 counts in the long term.

Clearly, the aim of an ART strategy for an HIV-infected child is
not limited to maximising CD4 count, but is a matter of balancing
overall immunological health—encompassing lymphocyte dynam-
ics, population structure and receptor diversity, and the effective-
ness of the immune response overall—against short-term side
effects, long-term toxicity, regimen durability (particularly in
resource-limited settings where frequently only two regimens are
available), cost, treatment adherence, and social factors. Even a
CD4 count as low as 500 cells/ul is above the 2.5th centile for
CD4 count in a population of healthy adults, raising questions
about the appropriateness of aiming for a long-term CD4 count as
high as, for example, 700 cells/pl, especially where multiple other
factors might argue against ART. However, even relatively small
reductions from normal CD4 counts in HIV-infected patients have
been associated with increased risk of cardiovascular disease and
malignancies [37-39]. We also note that our predictions are of
CD4 response expected on average in HIV-infected children
starting ART. While an increase in the CD4 count threshold for
ART initiation might result in an only marginally higher long-
term count for the “average” child, the shift in the whole
distribution of CD4 counts to higher levels results in fewer children
being likely to experience lower counts.

Interestingly, we found slightly, but significantly, lower long-
term CD4-for-age values in children receiving three-NRTI
maintenance (including zidovudine) (Arm C), despite no differ-
ences in CD4 cell percentage over the long term [20] and no
difference in the proportion achieving asymptotic response
compared to standard two-NRTI+NNRTI treatment. One
explanation is the known haematological toxicity of zidovudine,
which may modestly suppress all components of the white blood
count, leaving proportionate (percentage) recovery unchanged.
Whether these small differences in long-term asymptote (~13%
reduction compared to Arm A) are clinically important is
unknown. However, we also found that children randomised to
Arm B (four-drug, two-class induction followed by standard two-
NRTI + NNRTI maintenance) were more likely to have
asymptotic than non-asymptotic reconstitution profiles, a novel
finding not identified by the standard comparison of mean
responses [20]. This supports the potential of enhanced initial
treatment to improve long-term CD4 responses.
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Approximately one-quarter of children did not have asymptotic
CD4 reconstitution. The fact that subgroups within the population
had very different patterns of reconstitution, and varied in both
CD4 count and age at ART initiation, highlights the issue of
modelling one single population mean response across qualita-
tively different types of reconstitution. Those who had a constant
or increasing CD4-for-age following ART had a higher CD4-for-
age at ART iitiation. We suggest that the differences between
these children and those showing asymptotic reconstitution may
arise from different reconstitution mechanisms, or qualitatively
different CD4 T cell populations at ART initiation. Other children
whose CD4 count declined on ART had similar CD4-for-age at
ART initiation but were older than the group with asymptotic
CD4 reconstitution. Children with =2 CD4 measurements after
ART initiation had had very low CD4-for-age values when ART
was begun; most died early in the trial. Factors affecting
reconstitution profiles in these 292 children may have included
clinical factors, adherence, and viral dynamics, and investigating
these and other factors/mechanisms influencing CD4 recovery in
children with atypical CD4 responses will provide interesting
directions for further research. Our findings regarding the
different CD4 reconstitution groups should also be validated in
independent studies.

Children in each of the non-asymptotic recovery groups
experienced more regimen switching, WHO disease stage 3 and
4 events, and deaths than the large group of asymptotic
responders. While this is an interesting and important observation,
it does not allow any conclusions about causation to be drawn. On
the one hand, it is possible that more frequent clinical events might
have impaired children’s CD4 recovery and led to their different
reconstitution profiles. Equally, however, since children in the
non-asymptotic groups had CD4-for-age values below those of the
asymptotic responders at almost all time points (Figure 4), it is
unsurprising that they experienced more regimen switching,
clinical events, and deaths. What can be stated is that, since
logistic regression models showed little absolute difference in age-
corrected CD4 counts between the two groups at ART initiation,
the CD4 count when ART begins does not explain the substantial
difference between asymptotic and non-asymptotic recovery.

One of the limitations of this study was the lack of systematic
viral load measurements, which have only been retrospectively
assayed in subsets of children at restricted time points [20] (further
work ongoing). Previous work suggests that viral loads before ART
are likely to predict CD4 count at ART initiation (though not in
the long term) [19], and that joint models incorporating CD4
count and viral load are superior to univariate models of CD4
response only [40]. In the absence of systematic viral load
measurements on all children, we were not able to assess
conclusively whether patterns of viraemia could be contributing
to the patterns of CD4 response. Nevertheless, the incomplete
results that were available suggested that the children with falling
CD4-for-age (Figure 4A, 23 children) had poorer virological
control than the group with asymptotic recovery. However,
children with slowly increasing (Figure 4B, 79 children) or constant
(Figure 4C, 153 children) CD4-for-age had similar virological
responses to the asymptotic responders. There were examples of
viral rebound in all response groups. Hence, although virological
control may be an important factor for children with falling CD4
counts, it does not appear to explain the differences in CD4
responses between the asymptotic group and the two major non-
asymptotic groups.

A limitation of the modelling approach is that uncertainty as to
children’s group allocation to asymptotic or non-asymptotic
recovery 1s not accounted for. This problem is illustrated by the
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observation that an earlier analysis—of data up to 1 April 2011
(i.e., missing the last year of the trial)—reversed the allocations of a
small number of children. The uncertainty in allocation could be
modelled using mixture models or latent class models, and this will
be an important further step in developing this kind of analysis.
However, the robustness of allocation in the vast majority of
children when data from the last year of the trial were included or
excluded suggests it is unlikely that failing to model the uncertainty
has materially affected our conclusions. In previous work, we fitted
a nonlinear mixed-effects model with an asymptotic recovery
function to a whole cohort of HIV-infected children starting ART.
In spite of modelling recovery as asymptotic in all children, the
same conclusion was reached: that age affects CD4 count both
before ART and in the long term, and that there is an additional
correlation between unexplained differences in counts at ART
initiation and in the long term [19]. Thus, although parameter
estimates might be revised slightly by a more rigorous model, it
seems likely that our conclusions would remain unchanged. The
allocation of children to asymptotic versus non-asymptotic
recovery groups also raises a problem with predictions: while
predictions like those illustrated in Figure 3B are helpful for
children who will go on to experience asymptotic recovery, they
are less relevant to those with different recovery profiles. This is a
particular example of a general and widespread problem with
using population-level responses to inform treatment guidelines. In
this context, at the level of individual children, it highlights the
challenge of identifying baseline predictors of non-asymptotic
recovery so that those children can be treated differently.

In conclusion, our analysis of data from a large cohort of HIV-
infected, ART-naive African children iitiating ART provides
important information to inform clinical practice by considering
long-term CD4 reconstitution in response to therapy in resource-
limited settings, and the roles of age and CD4 count at ART
initiation in determining this response. Given increased availability
of simpler ART formulations and regimens for children, we have
reinforced the importance of considering long-term immunological
health, as well as short-term disease progression, in the decision to
mitiate ART and the development of treatment guidelines. Our
data suggest that even though the short-term risks of morbidity and
mortality are greater in younger untreated children, survivors have
excellent potential for immune reconstitution when they initiate
ART. In contrast, whilst not subject to the same immediate risks of
disease progression/death, older children who wait to initiate ART
may never reconstitute immunologically to the same degree. The
current GCD4 count thresholds for ART initiation are predominantly
based on these short-term risks, and in older children could lead to
delays in ART administration that might compromise immune
reconstitution in adulthood.

Our results indicate that although younger ART-naive children
are at high risk of disease progression, provided they start ART
following current WHO/Paediatric European Network for Treat-
ment of AIDS/US Centers for Disease Control and Prevention
guidelines, they have good potential for achieving high CD4 levels
in later life. However, to attain maximum immune reconstitution
in older children, particularly those >10 y, ART may need to be
initiated regardless of CD#4 cell count. The approach taken in this
study to characterise long-term immunological outcomes has the
potential, by identifying qualitatively different CD4 recovery
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Editors’ Summary

Background. Worldwide, about 3.3 million children under
15 years old are infected with HIV, the virus that causes AIDS.
More than 90% of these children live in sub-Saharan Africa,
where nearly 600 children become infected with HIV every
day, usually acquiring the virus from their mother during
pregnancy, birth, or breastfeeding. HIV gradually reduces the
numbers of CD4 lymphocytes in the immune system, leaving
infected individuals susceptible to other infections. HIV
infection can be kept in check but not cured with
antiretroviral therapy (ART)—cocktails of drugs that have
to be taken every day throughout life. ART reduces the
amount of virus in the blood (viral load), which allows the
immune system to recover (long-term immune reconstitu-
tion). Unfortunately, ART is very expensive, but concerted
international efforts over the past decade mean that about a
third of children who need ART are now receiving it,
including half a million children in sub-Saharan Africa.

Why Was This Study Done? World Health Organization
(WHO) guidelines recommend initiation of ART at age-related
CD4 cell count thresholds based on the risk of short-term
disease progression. The guidelines recommend that all HIV-
positive children under two years old begin ART as soon they
receive a diagnosis of HIV infection. For children aged 2-5
years, ART initiation is recommended once the CD4 count
drops below 750 cells/ul blood, whereas for older children the
threshold for ART initiation is 350 CD4 cells/ul. Because of
improved ART coverage, many more HIV-infected children
now survive into adulthood than in the past. It is therefore
important to know how the timing of ART initiation in
childhood affects long-term immune reconstitution. Unfortu-
nately, although several studies have examined the effect of
ART on immune reconstitution in adults, the results of these
studies cannot be extrapolated to children because of age-
related differences in immune reconstitution. In this cohort-
based modelling study, the researchers investigate long-term
CD4 recovery in a cohort (group) of HIV-infected children
initiating ART in Uganda and Zimbabwe, and present
statistical models that predict patterns of long-term CD4
status based on age and CD4 count at ART initiation.

What Did the Researchers Do and Find? To investigate
long-term CD4 reconstitution in children, the researchers
used CD4 counts collected during the ARROW trial, a study
designed to investigate monitoring strategies during first-
line ART in 1,206 HIV-positive children. In three-quarters of
the children, CD4 reconstitution following ART initiation was
asymptotic—CD4 counts increased rapidly immediately after
ART initiation, then slowed before eventually reaching a
constant level of about 80% of the CD4 count expected in an
uninfected child of the same age. Using a nonlinear mixed-
effects statistical model that fitted this pattern of immune
reconstitution, the researchers predicted CD4 trajectories for
children starting ART at different ages and with different CD4
counts. Higher long-term counts were predicted for children
starting ART earlier and with higher CD4 counts. Thus, to
achieve a CD4 count greater than 700 cells/ul at age 20 years,
CD4 counts of at least 96 cells/ul, 130 cells/ul, and 557 cells/
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ul are needed for children aged two, five, and 12 years,
respectively, when they initiate ART. Qualitatively distinct
reconstitution patterns were seen in the remaining children
in the study.

What Do These Findings Mean? These findings suggest
that young HIV-positive, ART-naive children can achieve
high CD4 counts in later life, provided ART is initiated as
recommended in the current WHO guidelines. However,
the recommended CD4 count thresholds for ART initia-
tion are unlikely to maximize immune reconstitution in
treatment-naive children over ten years old. Rather, these
findings suggest that ART initiation should be considered
in these older children when their CD4 count is still
high—even though they have a low risk of immediate
disease progression—in order to achieve higher long-
term CD4 levels. The omission of viral load measurements
in the researchers’ model may limit the accuracy of these
findings. Moreover, although the predictions made by the
model apply to children who will go on to experience
asymptotic recovery, they are less relevant to those with
different recovery profiles, who cannot currently be
accurately identified. Further exploration of the immuno-
logical mechanisms underlying the CD4 recovery profiles
described here should improve our understanding of the
factors that determine the response of HIV-positive
children to ART and provide information to guide the
management of HIV infections in children.

Additional Information. Please access these websites via
the online version of this summary at http://dx.doi.org/10.
1371/journal.pmed.1001542.

e Information is available from the US National Institute of
Allergy and Infectious Diseases on HIV infection and AIDS

o NAM/aidsmap provides basic information about HIV/AIDS
and summaries of recent research findings on HIV care and
treatment

e Information is available from Avert, an international AIDS
charity, on many aspects of HIV/AIDS, including informa-
tion on HIV and AIDS in Africa and on HIV infection in
children (in English and Spanish)

e The UNAIDS World AIDS Day Report 2012 provides up-to-
date information about the AIDS epidemic and efforts to
halt it; the UNAIDS’s 2013 Progress Report on the Global
Plan provides information on progress towards eliminating
new HIV infections among children by 2015

e The World Health Organization provides information about
universal access to AIDS treatment (in several languages);
its 2010 guidelines for ART in infants and children can be
downloaded

e Information about the ARROW trial is available

e Personal stories about living with HIV/AIDS, including
stories from young people infected with HIV, are available
through Avert, through Nam/aidsmap, and through the
charity website Healthtalkonline
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Table S2: Additional predictors of CD4-for-age profiles in the asymptotic
recovery group.

Estimate  Standard p-value
Error (Likelihood
ratio test)

Predictors of intercept

Sex Female 0.137 0.068 0.018
WHO stage Stage 3 0.0679 0.0659 0.079
Stage 4 -0.121 0.099 0.046
Monitoring strategy CDM 0.104 0.065 0.029
First-line ART strategy =~ Arm-B -0.0409 0.0823 0.21
Arm-C -0.0791 0.0845
Predictors of asymptote
WHO stage Stage 3 0.0142 0.0257 0.12
Stage 4 0.0809 0.0367 0.012
Pre-ART weight-for-age  Per unit higher -0.0220 0.0083 0.034
Monitoring strategy CDM -0.0197 0.0255 0.078
Predictors of ¢
Pre-ART age Per year older  7.64x10™  2.50x10™  0.034
Sex Female 8.46x10%  1.81x10° 0.18
WHO stage Stage 3 1.53x10°  1.71x10°  0.11
Stage 4 9.68x10™  2.24x10°  0.089
Pre-ART weight-for-age  Per unit higher 9.31x10™*  5.11x10™*  0.003
Monitoring strategy CDM 2.29x10°  1.70x10°  0.024
First-line ART strategy ~ Arm-B -5.65x107  2.18x107  0.020
Arm-C -2.94x10°  2.33x107

We examined the effects of including additional predictors of parameter values in the
nonlinear mixed-effects model described in Table 2. Predictive effects on each of the
three model parameters were included one at a time. The table gives the estimated and
standard error effect sizes, and the results of likelihood ratio tests comparing each
extended model to the model in Table 2.



5.5. Discussion

Les principaux résultats de I'étude sont rappodiéapres. Au total, les données de 1206
enfants infectés par le VIH, ayant initié un traignt antirétroviral en Uganda et Zimbabwe,
ont été analysées (age de 0,4 a 17,6 ans ; lympEs®€yCD4+ mesurés en cellules/uL toutes
les 12 semaines). L'application du modele de regotisn asymptotique, via les modéles
non linéaires mixtes, a permis d’identifier deurgres distincts. Parmi les 1206 enfants, 914
(76 %) présentaient une phase de reconstitutiomphyytaire asymptomatique, avec une
augmentation rapide du nombre de lymphocytes Cqusté sur I'age, aprés mise sous
traitement. Un nombre de lymphocytes T CD4+, ajgstd’age, plus élevé a long terme était
rapporté pour les enfants ayant initié un traitein@irétroviral a un age plus jeune et ceux
ayant initié un traitement avec un nombre de lynegtes T CD4+ initial plus élevé (p <
0,001). En particulier, les prédictions de recdnstin a long terme, basées sur I'age au
moment de la mise sous traitements antirétrovirauggéraient que les seuils préconisés par
'OMS pour initier le traitement chez des enfants glus de 5 ans résulteraient en des
nombres de lymphocytes T CD4+ plus bas a l'agetadyle pour les enfants de moins de 5
ans, ceci étant plus marqué encore chez les erdentdus de 10 ans. Pour les 292 (24 %)
autres enfants, quatre modeles de reconstitutialitgtivement distincts ont été observés :

i) 23 (8 %) enfants présentaient une diminution sdé® temps du nombre de

lymphocytes T CD4 +, ajusté sur 'age, témoignann grobable échec du traitement,

i) 79 (27 %) enfants présentaient une reconstitutimmunitaire lente, sans

augmentation rapide du nombre de lymphocytes T CRjsté sur I'age, apres mise

sous traitement mais avec un nombre de lymphocyt€sD4+, ajusté sur I'age,

avoisinant 'asymptote sur le long terme,

iii) 153 (52 %) enfants présentaient un nombre ysephocytes T CD4+, ajusté sur

'age, inférieur a I'asymptote, témoignant d’'unecapacité potentielle du systéme

immunitaire a reconstituer le compartiment lymphagg T CD4+ sur le long terme,

iii) 37 (13 %) enfants présentaient des mesurssfiisantes de lymphocytes T CD4+

pour identifier des profils de reconstitution{ mesures).
En raison du codt et de la complexité d’acquisiti@nla charge virale en temps réel dans les
pays a ressources limitées, les recommandations @Mpréconisent pas la mesure de la
charge virale en systématique, ni son utilisatiansdles décisions pour initier une mise sous
traitements antirétroviraux. L’absence de cettéalde dans la modélisation est une limite de
I'étude.
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Ainsi, bien que les plus jeunes enfants soientud hsque de progression de la maladie, ils
ont un bon potentiel pour reconstituer un nombrelydeohocytes T CD4+ élevé a l'age
adulte. En revanche, selon linitiation des trakens antirétroviraux préconisée par les
recommandations de 'OMS, pour des enfants de ¢gu$0 ans en particulier sans risque de
progression a court terme de la maladie, difféaemise sous traitement pourrait avoir des
conségquences considérables sur la capacité destiggtion du systeme immunitaire sur le
long terme. Des explorations plus approfondies,rpaméliorer la compréhension des
mécanismes immunologiques responsables des dif$érprofils de reconstitution des
lymphocytes T CD4+, sont nécessaires pour permditméenter les stratégies de mise en
place des traitements antirétroviraux, afin d'ofgen la reconstitution du systéme

immunitaire a court et long terme.

Plusieurs points méritent d’étre soulignés quarta @nodélisation réalisée pour ce travail.
Dans les analyses préliminaires, le modéle asympttproposé, appligué a la base de
données entiere des 1206 enfants, ne convergeaiApssi, afin d’identifier les enfants qui
suivaient le profil de reconstitution asymptotigsigppose, les profils de reconstitution des
enfants ont été modélisés séparément (fonctionstlslu package R nime), permettant ainsi
d’identifier le groupe des 974 enfants avec unipd reconstitution asymptotique et celui
des 292 ne présentant pas ce profil. Parmi lesez@@nts restants, I'étude des profils de
reconstitution a été réalisée a l'aide de modélesaires mixtes pour identifier ceux qui
avaient un profil de reconstitution linéaire asa@tddescendant ou stable.

Les modéles non linéaires mixtes utilisés danstikecde ce travail ne sont pas des méthodes
nouvelles. Plus que la mise en ceuvre et l'appticatie ces modeles en eux-mémes,
I'originalité de ce travail réside plus dans lalegion préalable menée autour du choix du
modele de reconstitution immunitaire asymptotiqu#isant une fonction exponentielle.
L’exploration complémentaire des données a 'aide dnodéle linéaire mixte a changement
de pente, tel qu'utilisé chez l'adulte [Thiébaut at, 2006], a révélé une moins bonne
adéquation aux données, confirmant 'emploi plusinogl du modéle de reconstitution
asymptotique chez I'enfant.

Dans le cadre de ce travail, I'application du medé&le reconstitution immunitaire
asymptotique nous a permis d’améliorer les conaat®ss sur la reconstitution immunitaire a
long terme, aprés mise sous traitements antirétroxj chez les enfants infectés par le VIH

dans les pays a ressources limitées. Les résualbaisernant le nombre de lymphocytes T
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CD4+ plus élevé a long terme chez les enfants apitié un traitement antirétroviral a un

age plus jeune sont a souligner.

5.6. Conclusion et perspectives

Les enfants infectés par le VIH survivant de plmspdus a I'age adulte, deux objectifs
spécifigues ont guidé la réalisation de cette amalgupplémentaire sur I'étude de la
reconstitution immunitaire a long terme, non inéraent prévue au protocole ARROW. Tout
d’abord, un modeéle caractérisant des profils distsirde reconstitution immunitaire a long
terme selon les caractéristiques des enfants auemtorde la mise sous traitement
antirétroviral, incluant I'age et le nombre de lymogytes T CD4+, constituait un outil
pertinent pour guider les stratégies thérapeutiguetiant les seuils définis pour l'initiation
du traitement. Ensuite, ce modéle devait constituner base de réflexion ultérieure pour les
mécanismes biologiques influencant les différentdils de reconstitution observés. Le choix
d’un tel modele s’est basé sur la nécessité dedpgezn compte les données longitudinales,
I'hypothese de reconstitution immunitaire a longnte attendue sous traitement dans la
problématique a I'étude et la compréhension desanigmes biologiques sous-jacents. Ainsi,
la réflexion menée autour du choix d’'un modele ws¢ étape majeure pour prendre en
compte a la fois la structure méme des donnéegseimécanismes qui sous-tendent la
variabilité de ces données. La fonction expondetigloposée, en plus de s’appuyer sur des
parametres cliniquement et biologiquement integhiés, permet de faire des liens pour
I'élaboration d’'un modéle mécanistique de la retitut®on immunitaire des lymphocytes T
CD4+. L'élaboration d’'un tel modéle devrait en pardier prendre en compte la dynamique
des lymphocytes T naifs, lieée a la thymopoiéseacthez I'enfant, qui sous-tend le profil de
reconstitution immunitaire sous traitement. Puig, modéle mathématique basé sur des
équations différentielles pourrait étre élabora¢lmn, 2002].

En particulier, dans I'essai clinique ARROW, lesndées d’'une sous-étude concernant 199
enfants, pour lesquels les lymphocytes T CD4+ redifaémoires ont été mesures, pourraient
permettre des explorations des mécanismes immunagakeg sous-tendant les profils de

reconstitution observés.

129



6. DISCUSSION

L’épidémiologie doit évoluer dans un contexte derdes variées, complexes et multiples
[Ness, 2007 ; Palmer, 2004]. Dans le contexte gpgliaux troubles immunologiques des
maladies du systéme immunitaire, les difficultésthndologiques en termes d'analyse, de
modélisation et d’inférence géenérées par les dand@mmunologie doivent étre prise en

compte.

Cette thése a ainsi porté sur les aspects méthgidaks liés a I'analyse des biomarqueurs
dans les études épidémiologiques, avec une apphcabncrete pour I'étude des troubles
immunologiques des maladies du systeme immunit&ile. s’est positionnée a l'interface
entre I'épidémiologie clinique, les biostatistiquetd'immunologie. Notre approche a consisté
en l'utilisation de méthodes intégratives. Nousra/mis en ceuvre des méthodes variées, qui
ont été pertinentes pour répondre aux problématigliieiques formulées.

En section 3, nous avons proposé des méthodesratqites multidimensionnelles pour
prendre en compte des données immunologiques tesltide cytométrie en flux.
L’application de ces méthodes, qui supposent lI'absel’hypothéses a priori au moment de
'analyse des données, nous a permis d’extrairenfesmations sur les marqueurs les plus
pertinents parmi I'ensemble des marqueurs mesQOeite analyse a permis dans les suites de
guider le rationnel méthodologique pour la misecenvre d’une méthode de régression
multivariable et d’'une méthode évaluant I'apporurd’ marqueur pour améliorer une
classification existante (index de reclassificatjoilustrant ainsi la complémentarité
potentielle des méthodes non supervisées et sgpenriDans le cadre de la problématique
des déficits immunitaires humoraux primitifs dedldte, I'application de ces méthodes nous a
permis de souligner I'importance de l'activatiorsdgmphocytes T, et en particulier celle du
marqueur CD8+HLA-DR+, qui pourrait permettre d’amedr la discrimination des patients
selon des profils cliniques distincts.

En section 4, nous avons proposé des modeles diégsiastructurelles, comme alternative
aux méthodes classiques de régression linéaireivamidtble, pour étudier des relations
complexes entre variables dans le cadre de pracessliifactoriels. Ces modeles, basés sur
I'élaboration de diagrammes de chemin et le tesinal’ série d’hypotheses quant aux
associations supposées, permettent l'intégratiomdkiples variables décrivant différentes
dimensions et la modélisation explicite de leursatiens. Les modeles d’équations

structurelles constituent une méthode prometteuse fes épidémiologistes, les modeles
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utilisant des variables latentes étant relativentares en épidémiologie. Les perspectives
sont pourtant larges, I'extension de l'utilisatida ces modéles dans le cadre d’analyse de
données longitudinales ouvrant notamment des peigpe vers des approches d’inférence
causale. Néanmoins, la mise en ceuvre de ces madestpas triviale et nécessite également
de bien identifier les questions clinico-épidémgitpues pour lesquelles leur emploi peut étre
d’'un apport considérable [Dahly et al., 2009 ; Z005]. Dans le cadre de la problématique de
l'activation immunitaire chronique chez les patgenadultes atteints de VIH traités
efficacement, l'application des modéles d’équatiehsicturelles a permis une meilleure
compréhension des déterminants de cette activafibe.a en particulier révélé un effet
indirect de la réponse immunitaire induite par tteimmunité sur I'activation immunitaire
chronique via la voie de l'interféron alpha. Censigpmérite des recherches ultérieures.

En section 5, nous avons proposé une réflexionesorodeéle mathématique le plus adéquat
pour modéliser la reconstitution du systeme imnaurgta long terme, dans I'exemple concret
du VIH pédiatrique dans les pays a ressourcesdanit Un modele s’appuyant sur une
fonction exponentielle a été retenu. La réflexiaumpl’élaboration d’'un tel modéle s’est
largement basée sur les mécanismes biologiquesjamrgs qui pourraient concourir au
profil de reconstitution attendu, sur la nécesdi@ résultats aisément interprétables
cliniquement et biologiquement pour guider les foplies de santé et sur les perspectives
d’approche ultérieure mécanistique plus explicativapplication d’'un tel modele nous a
permis de souligner un nombre prédit de lymphocyt€2D4+ a long terme plus élevé pour
les enfants ayant initié un traitement antirétralva un age plus jeune et avec un nombre de
lymphocytes T CD4+ initial plus élevé. En parall&tbez les enfants de plus de 10 ans en
particulier, différer la mise sous traitement agttioviral en raison d’'un nombre de
lymphocytes T CD4+ supérieurs aux seuils précorpsed’OMS pour mise sous traitement
pourrait résulter en une moins bonne reconstitutiorsysteme immunitaire a I'adge adulte.
Ces résultats peuvent ainsi contribuer a guiderdéiexions des experts du domaine [Gibb,
2015]. L'originalité de ce travail a résidé plusndda réflexion préalable menée autour du
choix du modeéle plus que dans I'emploi des modetas linéaires mixtes, soulignant ainsi
que I'évolution de I'épidémiologie ne doit pas éassociée, de maniere systématique, a
I'emploi de méthodes biostatistiques et épidémiiojogs nouvelles.

Ainsi, ces travaux illustrent que 'augmentation whilume et de la complexité des données
doit s’accompagner d’'une réflexion plus pousséecenrant les méthodes biostatistiques et
épidémiologiques les plus adaptées permettant sleat@alyser, pour ainsi produire de

nouvelles connaissances. Cette réflexion doit sigepsur la structure méme des données et
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sur la compréhension des mécanismes potentielssous-tendent la variabilité de ces
données. L'approche multidisciplinaire est fondataknet obligatoire. Il s’agit d’'un travail
quotidien de collaborateurs issus d’horizons tré&rénts mais s’intéressant aux autres
disciplines. Les épidémiologistes disposent de ouh biostatistiques et épidémiologiques
variées. Une connaissance approfondie des avantagles limites des méthodes classiques
est fondamentale pour identifier I'utilisation adéte de ces méthodes et si nécessaire, viser a
les enrichir par I'acquisition et la mise en ceudee méthodes plus complexes. Parmi les
méthodes intégratives proposées dans cette thdses, méthodes d’analyse en composantes
principales, de classification hiérarchique ascatelat les modeles d’équations structurelles
peuvent étre appliquées dans le cadre de donndgéples, la question clinique reste majeure
pour guider le choix de la méthode a employer demtel contexte. Dans I'étude ALTADIH,
nous étions confrontés a une problématique deifitadé®n et de prédiction de la survenue
de complications d'ou le choix d'une premiére étal@eréduction de dimension dans un
contexte de données multiples par analyse en cantess principales puis d’'une deuxiéme
étape par classification hiérarchique ascendanteégthode d’'index de reclassification pour
sélectionner le marqueur le plus pertinent pourliameé le schéma de classification existant.
Dans I'étude ACTHIV, nous étions confrontés a upprache plus physiopathologique, avec
la formulation d’hypotheses potentiellement médaqies, d'ou le choix des modeles
d’équations structurelles pour explorer les reflaiosupposées entre variables. Enfin,
concernant les résultats, comme dans toute anatgsistique, il convient de distinguer la

significativité statistique de la pertinence clungdes résultats.

Les aspects meéthodologiques exposés dans cette th@stribuent a améliorer les

connaissances pour adresser des questions clipidérgiologiques complexes dans les
troubles immunologiques des maladies du systemeumtaire. Les meéthodes proposées
trouvent particulierement leur application dangiéenaine de I'lmmunologie. Tout d’abord,

les méthodes d’analyse intégrative telles que kethades exploratoires multidimensionnelles
ou modéles d’équations structurelles permettentappFoche du systeme immunitaire dans
sa globalité. Un autre point est l'utilisation dariables latentes pour mieux caractériser un
processus immunologique a partir de plusieurs neanguimmunologiques supposés mesurer
ce processus. Par exemple, la signature interf@lpha est indirectement estimée par
I'analyse de I'expression des genes de l'interféalpiha. Cette signature est majoritairement
impliguée dans de nombreuses maladies auto-immuekss que le lupus érythémateux

systémique, la sclérodermie systémique, la polyiggtrhumatoide, le syndrome de Goujerot-
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Sjogren [Banchereau et Pascual., 2006 ; Pascigdrethereau, 2012 ; Sozzani et al., 2010].
Des efforts continus sont ainsi faits pour mieugniifier les génes de la voie interféron
[Schneider et al., 2014]. L'utilisation de variabletentes, avec extension pour analyse de
données longitudinales, pourrait étre d’'un apporisaérable pour modéliser la signature
interféron alpha via I'expression des nombreux gépgistants. Cette approche rejoint
I'intérét des approches par groupe de genes, oquid&finies comme un ensemble de géenes
étant a priori co-régulés ou lies a une méme fonchiologique [Ashburner et al., 2000 ;
Chaussabel et al., 2008 ; Hejblum et al., 2015ndakésa et Goto, 2000]. Enfin, I'intégration
de données longitudinales avec un modéle basé esuicahnaissances biologiques et une
fonction exponentielle ouvre des perspectives gessapproches plus mécanistiques.

D’autres questions méthodologiques, non abordées da travail de these, sont loin d’étre
résolues et des travaux supplémentaires seronsseices. Sinha et al ont proposé une revue
des problemes analytiques rencontrés avec un geande données [Sinha et al., 2009]. En
particulier, dans un contexte de données multipdeproblématique des données manquantes
reste un vaste champ de recherche. Les méthodézrarpes multidimensionnelles et les
modeles d’équation structurelles ont été réalisés [es patients pour lesquels 'ensemble des
marqueurs considérés étaient disponibles. Les semlyas complets doivent ainsi vérifier que
les patients exclus ne différent pas de I'échamtilli’'origine, autrement leur exclusion peut
générer des biais. Si nécessaire, la réflexiomieltee doit porter sur la nature de ces données
manquantes, la méthode dimputation multiple laspldaptée parmi les nombreuses
existantes et prendre un compte des temps de gadtehtiellement considérables dans le
cadre de données multiples. Enfin, dans le cadse@ultats formulés sur un grand nombre
de marqueurs et potentiellement peu de patiedtglliation de la robustesse des résultats par

des méthodes de ré-échantillonnage pourrait étieagee.

Dans le cadre de ce travail de thése, les apmitatont été centrées sur les troubles
immunologiques des maladies du systéme immunitaig&anmoins, les données

multidimensionnelles sont des données de plus es fEquentes en santé. Ainsi, le

raisonnement méthodologique présenté pourrait égale étre utile pour I'analyse d’autres

données.

D’un point de vue biologique, la réflexion déveléppsur les déterminants qui concourent a
une activation immunitaire chronique chez des p#iatteints de VIH traités efficacement

pourrait permettre d’améliorer les connaissancesd®awutres pathologies. Pour faire le lien

avec la problématique développée en section 3,ad#des récents rapportent le role de
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I'interféron alpha [Park et al., 2013] et I'implidan du cytomégalovirus dans les déficits
immunitaires humoraux primitifs [Marashi et al.,12). De plus, le paralléle entre I'infection

a VIH et le vieillissement est un sujet d’intérébissant. Les patients atteints de VIH
souffrent de nombreuses altérations (athérosclgmaseer, ostéoporose, troubles cognitifs)
qui sont habituellement observées au cours du gsaseale vieillissement de I'homme [Effros
et al.,, 2008]. Ces manifestations sont rapporté@anee la conséquence de I'activation
immunitaire et de I'inflammation, éléments majedesla pathogenése du VIH [Deeks, 2011].
Ainsi, le VIH chronique constitue un modéle de Nigsement accéléré et d’'inflammation.

Une meilleure compréhension des déterminants quiagent & une activation immunitaire
chroniqgue chez des patients atteints de VIH paureansi permettre d’élargir les

connaissances a d’autres domaines.
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/. CONCLUSION

Les maladies du systéme immunitaire constituentban exemple de pathologies ou les
guestions clinico-épidémiologiques sont de plupleis complexes, nécessitant une réflexion
avanceée sur les méthodes biostatistiques et éptiEgigues les plus adaptées pour répondre
a ces questions. D’une part, ces maladies sontfanidtrielles et mettent en jeu différents
acteurs du systéme immunitaire et, d’autre patutle des troubles immunologiques qui leur
sont associés repose en particulier sur la mesairmatqueurs immunologiques multiples,
générant des données multidimensionnelles. Dartrixte, I'approche multidisciplinaire
et I'analyse de ces données multidimensionnelles@aere adéquate, en prenant en compte
les difficultés méthodologiques en termes d’analgeemodélisation et d’inférence ainsi que
les mécanismes biologiques qui sous-tendent lahitité des données, sont essentielles pour
augmenter non seulement la production des conmaissaen immunologie clinique mais
aussi pour la construction d'un savoir-faire apgitie a d'autres thématiques.

Au total, cette thése d’'Université a plusieurs mdiées potentielles. D’'un point de vue
épidémiologique, les méthodes intégratives propos@mt transposables a de nombreux
domaines de recherche utilisant des données coawplerultiples et s’intéressant a des
processus multifactoriels. D’'un point de vue biddpe, la réflexion proposée pour les
pathologies a I'étude et I'approche du systéme imtaire dans sa globalité pourraient
permettre d’améliorer les connaissances sur d'ayiathologies.
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ANNEXES

Annexe 1. Projets pris en charge dans le champ da meédecine interne,

des maladies infectieuses et de 'immunologie.

Programmes Hospitaliers de Recherche Clinigue (PHRCnationaux pris en charge en
tant que méthodologiste a I'Unité de Soutien Méthaulogique a la Recherche.

Investigateur | Titre du projet

Pr Yves PEREL| Cohorte prospective nationale dei glég enfants atteints de cytopénies

auto-immunes séveres

Pr Yves LEVY | Essai randomisé multicentrique de phHsd’évaluation immunologique
d'une stratégie vaccinale de type « prime-boost sso@ant une
administration du vaccin conjugué anti-pneumocageig SO suivie de
I'injection du vaccin polysaccharidique a S4 congparn’administration du
vaccin polysaccharidique seul a S4 chez des patiapant un déficit

immunitaire commun variable

Pr Odile Essai pilote multicentrique évaluant I'immunogétécid’'une stratégie
LAUNAY vaccinale anti-pneumococcique innovante chez delesdsplénectomisés
Dr Nathalie Etude nationale adossée a une cohorte maladie darda balance
ALADJIDI bénéfice/risque des traitements immunomodulatenascpts chez I'enfant

et 'adolescent pour une cytopénie auto-immune

Dr Jérbme Essai multicentrique évaluant la réponse immunglogide la vaccinatign
HARAMBAT contre linfection par les papillomavirus humainsez des jeunes filles

recevant un traitement immunosuppresseur

Projets préparés en tant que méthodologiste dans tadre des appels d'offres 2015 de la
Direction Générale de I'Offre de Soins

PHRC national Cancer (Onco-immunologie) Lettre ®@'imion acceptée
PHRC national (Maladies infectieuses) Lettre dimiton acceptée
PHRC inter-régional (Médecine interne) Lettre céimion acceptée
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Soutien méthodologique pour étude de service de Médne Interne et Maladies
Infectieuses

Activation immunitaire chronique chez les patieatteints d’anémies hémolytiques auto-
immunes (Pr Estibaliz LAZARO, Dr Emmanuel RIBEIRO)

Soutien méthodologique pour théses d’exercice de detine

Etude rétrospective au CHU de Bordeaux, a propogl3leas atteints de syndrome de
Goujerot-Sjogren. Directeur de these: Pr PatricERZIE. Présentée et soutenue
publiqguement le 24 avril 2014 par Chandra ADJODM&mbre du Jury.

Identification de facteurs prédictifs d’une réporse rituximab en traitement de deuxieme
ligne du purpura thrombopénique immunologique. @&ar de thése : Pr Jean-Francois
VIALLARD. Présentée et soutenue publiqguement le @& Xembre 2013 par Etienne
RIVIERE.

Elévation du ratio CD4+/CD8+, étude rétrospectiy@@pos de 36 cas. Directeurs de these :

Pr Jean-Francois MOREAU / Pr Jean-Luc TAUPIN. Rrt&s et soutenue publiqguement le
18 septembre 2015 par Alexandre GUY.

156



Annexe 2. Représentation des atteintes organiquegtrouvées dans le

déficit immunitaire commun variable de I'adulte.

Sinusite chronique

ﬁg Otite moyenne

Thyraide 4 Thyroidite

auto-immune

Bronchectasies,
granulomes,
et pneumopathie

Poumon

Splénomégalie

Anémie hémolytique

Globules rouges auto-immune

et plaquettes

Thrombocytémie
auto-immune

D’apres Park MA et al. Lancet 2008;372(9637):489-20
A gauche, figurent les organes sains. A droitejrégt les atteintes organiques dont le déficit

immunitaire commun variable est responsable.
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Annexe 3. Analyse en composantes principales: vals propres,
variances expliquées par les composantes principaleet contribution

factorielle des marqueurs immunologiques. Etude ALADIH.

Dans l'analyse transversale des données d’'includema cohorte ALTADIH, 'analyse en
composantes principales présentait I'avantage de/gdo analyser la corrélation des 23
marqueurs immunologiques d’intérét. Elle permetadentifier la structure immunologique
de notre population d’étude et d’obtenir de nowgeNariables non corrélées (composantes
principales) réesumant les données.

Les valeurs propres de l'analyse en composantexipales et la part de variance des
données, expliguée par chague composante princgié présentées dans le tableau 1 et la

figure 1 ci-apres.

Tableau 1 (Annexe 3). Valeurs propres et variancesxpliquées par les composantes
principales. Etude ALTADIH (n = 79/81 patients).

Composantes principales (CP) Valeur propre Variance Variance cumulée
CP1 6,087 26,566 26,566
CP2 3,778 16,327 42,894
CP3 1,970 8,566 51,460
CP4 1,638 7,120 58,580
CP5 1,596 6,938 65,518
CP6 1,135 4,934 70,453
CP7 1,013 4,405 74,858
CP8 0,883 3,841 78,699
CP9 0,798 3,472 82,171
CP10 0,731 3,178 85,348
CP11 0,653 2,838 88,186
CP12 0,590 2,563 90,749
CP13 0,445 1,933 92,683
CP14 0,370 1,607 94,289
CP15 0,292 1,268 95,557
CP16 0,269 1,172 96,728
CP17 0,242 1,054 97,782
CP18 0,192 0,835 98,616
CP19 0,143 0,621 99,237
CP20 0,093 0,404 99,642
CP21 0,053 0,231 99,872
CP22 0,020 0,085 99,958
CP23 0,010 0,042 100,000
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Figure 1 (Annexe 3). Valeurs propres et variabilité expliquées par les composantes
principales. Etude ALTADIH (n = 79/81 patients).

On retrouve ainsi que la premiere composante gaheiexpliquait 27 % de la variabilité des

données et que la deuxieme composante principalkgeait 16 % de la variabilité des

données.
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Les coordonnées des marqueurs immunologiques (otsp@riables) sur les deux premieres
composantes principales sont présentées en tableau

Tableau 2 (Annexe 3). Contribution factorielle desnarqueurs immunologiques. Etude
ALTADIH (n = 79/81 patients).

CP1 (27 %) CP2 (16 %)
CD3+ 0,746 0,559
CD4+ 0,805 0,311
CD8+ 0,518 0,725
RA+CCR7- -0,127 0,585
RA+CCR7+ 0,417 -0,452
RA-CCR7- -0,259 0,007
RA-CCR7+ 0,244 -0,356
CD4+/CD8+ ratio 0,258 -0,478
CD3+HLA-DR+ -0,554 0,639
CD4+HLA-DR+ -0,612 0,425
CD8+HLA-DR+ -0,455 0,640
CD8+CD57+ -0,328 0,581
CD19+ 0,598 0,187
CD27+IgD- 0,632 0,120
CD27-1gD- 0,202 0,088
CD27+IgD+ 0,544 0,032
CD27-IgDh+ -0,596 -0,015
DCp 0,651 -0,025
DCm 0,518 0,016
NK 0,462 0,308
Reg T 0,764 0,106
GD 0,378 0,569
GD2 0,392 -0,344

Ces coordonnées permettaient d’évaluer la conioibufactorielle de chaque marqueur
immunologique a la composante principale et pearesit de représenter graphiquement, par
projection, les marqueurs immunologiques impligdéss les déficits immunitaires humoraux
primitifs, sur un plan a deux dimensions, constipgr les axes des deux premieres
composantes principales. La représentation graphdgs marqueurs immunologiques dans le
plan formé par CP1 x CP2 a donné lieu a la figude L'article présenté en section 3.4.1 et a
permis d’interpréter les deux premiéres composamgescipales. Pour valider cette
interprétation, il a également été nécessaire tbexp la projection des marqueurs

immunologiques sur les autres composantes priresdabntributions non présentées ici).
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Annexe 4. Principes de l'index de reclassification.

Nous avons utilisé la méthode de l'index de rediassion proposée par Pencina MJ et al,
pour évaluer l'intérét du marqueur CD8+HLA-DR+ pdarcomplétude de la classification
EUROclass chez les patients atteints de déficitumitaire commun variable.

Cette méthode était une alternative a I'utilisataba I'aire sous la courbe pour évaluer la
qualité d'un modele pour prédire la survenue deplmations. Elle permettait de calculer le
gain apporté par l'utilisation du nouveau marquear rapport au modele de référence.
L’intérét de cette méthode résidait dans le faiteligl amenait des informations sur la
pertinence clinique de l'utilisation du nouveau qaur propose.

Dans notre cas, la classification EUROclass etaisicérée comme la référence pour prédire
la survenue de complications du déficit immunitaienmun variable (DICV). Suite a des
discussions étroites avec les cliniciens, nous svoonsidéré un seuil exploratoire de
probabilité de survenue de complications de 50 %.

Le modele confronté a la référence était celui cumprenait l'introduction du nouveau
marqueur. Pour chaque patient, le modele de ragrekgistique était capable de calculer la
probabilité de présenter une complication du déiicmunitaire commun variable (variable a
expliquer), via les coefficients de régressionneétip et les variables explicatives incluses
dans le modele. Cela a permis de compléter le dabtle contingence présenté ci-apres

(tableau 1, annexe 4).
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Tableau 1 (Annexe 4). Classement des patients atttss ou non de complications du
DICV selon I'apport du nouveau marqueur.

Modeéle EUROclass Modeéle EUROclass+nouveau marqueur

Probabilités prédites (%) <50 % >50 % Total
Complications du DICV

<50 % a b a+tb
>50 % c d c+d
Total a+c b+d at+b+c+d

Pas de complications du DICV

<50 % e f e+f
>50 % h g+h
Total e+g f+h e+f+g+h

En gris, figurent les concordances des deux mogbas classer les patients.

L'index de reclassification est basé sur les didances de reclassement entre les deux

modeles. Il est calculé de la maniére suivante :
(srmvers) (aprera) [ (ereemn) (oo
at+b+c+d atb+c+d e+f+g+h e+f+g+h

Si I'introduction du nouveau marqueur dans le megsrmet de mieux prédire la survenue

de complications, l'index de reclassification essifif. Au-dela de la valeur méme de cet
index, I'intérét de cette méthode réside dansdiigt cliniqgue de pouvoir identifier le nombre
de patients mieux reclassés ou moins bien reclagségprenant en compte le nouveau

marqueur, et de pouvoir étudier plus spécifiquenfems profils cliniques.

Les résultats de I'application de cette méthodesdaiude ALTADIH sont présentés en

tableau 6 de I'article présenté en section 3.4.1.
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