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Résumé

RESUME EN FRANCAIS

Lors d’une infection, le but principal de la réponse immunitaire est déliminer le
pathogéne. Cependant cette réponse peut avoir des effets secondaires indésirables
chroniques, comme chez les personnes vivant avec le VIH avirémiques sous traitement ou

aiglies, comme dans les formes graves de COVID-19.

Les personnes vivant avec le VIH-1, malgré un traitement antirétroviral efficace,
présentent plus de comorbidités que la population générale. Beaucoup de ces comorbidités
sont liées a une activation immunitaire persistante. Nous avons montré que différents profils
d’activation immunitaire pouvaient étre identifiés chez ces patients, dont un était associé a la
présence d’une translocation microbienne et un autre a une virémie résiduelle. Nous avons
également observé que des profils différents d’activation immunitaire existaient dans une
cohorte de personnes issues de la population générale et que les personnes ayant un de ces

profils présentaient des signes de résistance a l'insuline et de syndrome métabolique.

Dans un contexte d’infection par le SARS-COV-2, une lymphopénie est observée chez
certains patients. Cette lymphopénie est un facteur prédictif de complications entrainant
I’'admission en soins intensifs, voire la mort. Cette lymphopénie semble survenir avant I'orage
cytokinique et pourrait en étre une des causes. Nous avons découvert une raison a cette
lymphopénie : les monocytes de certains patients admis a I’hépital produisent des dérivés
réactifs de l'oxygene responsables de lésions d’ADN puis d’apoptose dans les lymphocytes
circulants. Ces dérivés réactifs de I'oxygene sont produits a cause de la stimulation via le
récepteur AT1R des monocytes par I'angiotensine I, dont la concentration sanguine est
augmentée probablement du fait de l'internalisation d’ACE2, enzyme capable de cliver

I"angiotensine I, induite par le SARS-COV-2 au cours de son entrée cellulaire.

Nos travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes pathogenes dus a
I'activation immunitaire induite par deux virus différents et ouvrent par la des perspectives

thérapeutiques.



Résumé

ENGLISH ABSTRACT

During an infection, the main purpose of the immune response is to eliminate the
pathogen. However, this response can have chronic side effects, such as in people living with

aviremic HIV on treatment or acute, as in severe forms of COVID-19.

People living with HIV-1, despite effective antiretroviral therapy, have more
comorbidities compared with the general population. Many of these comorbidities are linked
to persistent immune activation. We showed that different immune activation patterns could
be identified in these patients, one of which was associated with the presence of microbial
translocation and another with residual viremia. We also observed that different immune
activation patterns occurred in a cohort of people from the general population and that people

with one of these patterns showed signs of insulin resistance and metabolic syndrome.

In a context of SARS-COV-2 infection, lymphopenia is observed in some patients. This
lymphopenia is a predictor of complications up to admission into intensive care units or death.
This lymphopenia seems to occur before the cytokinetic storm and could be one of the causes.
We discovered a potential explanation for this lymphopenia: the monocytes of some patients
admitted to the hospital produce reactive oxygen derivatives responsible for DNA damage and
then apoptosis in circulating lymphocytes. These reactive oxygen derivatives are produced
because of stimulation via the AT1R receptor of monocytes by angiotensin Il, whose blood
concentration is increased probably due to internalization of ACE2, an enzyme capable of

cleaving angiotensin Il, induced by SARS-COV-2 during cellular entry.

Our work allows us to better understand the pathogenic mechanisms due to the
immune activation induced by two different viruses and thus opens up therapeutic

perspectives.
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Introduction

I. LA REPONSE IMMUNITAIRE

En réponse a un pathogene le systéeme immunitaire s’active afin de contréler I'infection.
Idéalement cette activation aiglie est temporaire, avec un bénéfice, |'élimination du
pathogene, prévalant sur les effets secondaires. Cependant les effets secondaires peuvent
parfois étre excessifs et entrainer une pathologie aiglie (exemple de la maladie a coronavirus
2019 (COVID-19)) ou chronique (exemple de l'infection par le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) qui, méme traitée, peut favoriser des comorbidités liées a |'activation
immunitaire chronique).

Dans les cas du COVID-19, le patient peut développer des symptdmes graves, le taux de
mortalité étant estimé a 0.5% dans la population générale mais variant énormément en
fonction de I'dge et des comorbidités de la personne infectée puisque par exemple les sujets
de plus de 80 ans ont un taux de mortalité estimé a 8,3%. (O’driscoll et al. 2021)

Dans le cas des personnes vivant avec le VIH-1 (PVVIH), celles-ci présentent une activation
immunitaire chronique et développent des comorbidités plus fréguemment et plus
précocement que la population générale a dge équivalent. (Maciel et al. 2018; Guaraldi et al.
2011)

Les conséquences potentielles de cette activation immunitaire aiglie ou chronique sont
multiples et impliquent de nombreuses cellules et facteurs de I'immunité. Le travail de ma
these a consisté a contribuer a I'amélioration des connaissances dans ce domaine. Les deux
modeles d’infection que jai étudiés sont l'infection aigue au Coronavirus de type 2 du
Syndrome Respiratoire Aiglie Sévere (SARS-COV-2) chez des patients ayant développé des
formes graves de COVID-19 nécessitant une hospitalisation et I'infection chronique par VIH-1

chez des personnes sous traitement antirétroviral efficace.

A- LES MONOCYTES

Les Monocytes sont un des types cellulaires mononucléés du sang périphérique circulant
(PBMCs). 7 a 10% des leucocytes sont des monocytes. Dans la moelle osseuse, par un processus
impliquant différentes cytokines, les cellules souches hématopoiétiques vont se différencier en
cellules précurseurs myéloides puis en monoblastes qui vont se développer et se différencier

en monocytes.

14
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Les monocytes sont caractérisés par la présence du récepteur CD14 a leur surface. Leur
taille et leur structure différent des autres types de cellules du sang : ce sont les plus grandes
cellules parmi des PBMCs, faisant 15-18um de diametre. Leur noyau est relativement gros et a
une forme caractéristique de fer a cheval. Le cytoplasme comprend de plusieurs granules. Il
existe trois sous-populations de monocytes chez 'Homme, caractérisées selon leurs récepteurs
de surface : les monocytes dit « classiques » représentant 90% des monocytes circulants, sont
CD14"e"CD16", ensuite les « intermédiaires » CD14M8"CD16* et enfin les « non classiques »
CD14'°% CD16*. Les monocytes, particulierement mobiles, circulent dans le sang. Ils sont trés
flexibles au niveau de leur différenciation puisqu’ils peuvent également étre des précurseurs
de cellules dendritiques et de macrophages. lls ont une durée de vie en circulation dans le sang

assez courte, allant jusqu’a 72 heures. (Parham 2005)

lIs jouent un réle majeur dans lI'inflammation et dans la réponse immunitaire innée : leur
fonction principale est une réponse directe apres rencontre d’un pathogéne pour recruter
d’autres cellules et I'éliminer, mais cette réponse est polyvalente. Les monocytes sont capables
de reconnaitre différents pathogénes et cellules endommagées grace aux récepteurs de
reconnaissance des motifs moléculaire (PRR) présents a leur surface, comme les récepteurs
Toll-like (TLR-1 a TLR-10) (Dolganiuc et al. 2006). Lorsqu’ils sont en circulation dans le sang, les
monocytes ont des capacités de présentation d’antigenes (APC) aux autres cellules de
'immunité (Jakubzick, Randolph, et Henson 2017), mais ont surtout une capacité de
phagocytose. Les cellules monocytaires absorbent et enferment le pathogéne dans un
phagosome. Dans ce phagosome seront déchargées des molécules chimiques dont des dérivés
réactifs de I'oxygeéne et de I'azote dans le but de déstructurer et de dissoudre I'agent infectieux

(Dale, Boxer, et Liles 2008).

Les monocytes sont recrutés dans les tissus endommagés par chimio-attraction via des
chimiokines comme la protéine chimio-attractive des monocytes de type 1 (MCP1). Les
monocytes, qui passent la barriere endothéliale pour arriver dans les tissus, sont alors
différenciés en fonction des cytokines présentes dans la zone. Orekhol et ses collegues ont
résumé I'impact des différentes cytokines sur la différenciation des monocytes en macrophage

dans la figure 1 suivante (Greter et al. 2012; Orekhov et al. 2019).
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Figure 1: Principaux régulateurs transcriptionnels de ['activation des macrophages et
mécanismes de leur stimulation/inhibition (Orekhov et al. 2019).

B- LES LYMPHOCYTES

Les lymphocytes sont un des types cellulaires des PBMCs. Ils représentent la majorité de ce
type cellulaire (70%). Les lymphocytes peuvent étre divisés en deux grandes sous-familles : les
lymphocytes T (LT), caractérisés par la présence du récepteur CD3 a leur surface, qui ont pour
origine la moelle osseuse mais vont se différencier dans le thymus d’ou ils sortent a I’état dit «

naif » et les lymphocytes B (LB), avec les marqueurs de surface CD19 et CD20.

Les LB ont pour origine de différenciation la moelle osseuse. Les LB font partie de la réponse
spécifiqgue humorale : ils sont capables de reconnaitre spécifiguement un pathogéene qu’il leur
soit présenté ou non. lls peuvent se différencier en plasmocytes pour produire des anticorps
contre celui-ci ou peuvent conserver une mémoire de la rencontre avec ce pathogene en

devenant des LB mémoires. lls peuvent aussi avoir une action d’APC.

Les LT sont caractérisés par la présence a leur surface du récepteur des cellules T (TCR) qui

leur permet de reconnaitre un déterminant antigénique associé a un complexe majeur
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d’histocompatibilité (MCH). Les LT peuvent étre séparés en plusieurs sous-groupes différenciés
selon leurs marqueurs de surface et ayant des fonctions distinctes. Pour les LT4 et les LT8 on
peut distinguer des sous-populations naives, mémoires centrales et mémoires effectrices. Les
LT4 reconnaissent un déterminant antigénique associé a un MCH de classe Il (MCH-II) a la
surface des APC tandis que les LT8 reconnaissent un déterminant antigénique associé a un MCH
de classe | (MCH-I) a la surface des APC. Les LT8 activés peuvent devenir cytotoxiques et
éliminer les cellules infectées par induction d’apoptose. Les LT8 cytotoxiques sont chargés en
perforine (qui déstabilise la membrane des cellules), granzyme (des sérine-protéases),
granulysine et serglycine (des protéoglycanes). Elles sont aussi capables de produire de

I'interféron-y (IFN-y) et de I'lL-2.

Parmi les LT4 effectrices on peut différencier plusieurs populations de cellules dites «
helper » ou « auxiliaire » qui vont aider d’autres cellules du systéme immunitaire en les activant.
Les LT Helper 1 (Tul) sont capables de produire de I'lL-2, du TNF-a et de I'lFN-y. Elles peuvent
en particulier activer les macrophages, leur permettant de détruire le pathogene qu’ils ont
internalisé. Les LT Helper 2 (Tu2) peuvent produire de I'lL-4, de I'IL-5, de I'lL-6, de I'IL-10 et de
I'lL-13. Elles peuvent activer les basophiles, les mastocytes et les LB, par exemple en cas
d’infection par des parasites multicellulaires. Les LT Helper 17 (Tul7) peuvent activer les
neutrophiles en particulier lors de réponses a des pathogénes fongiques ou des bactéries a
développement extra cellulaire. Les Ty17 peuvent produire de I'lL-22 et de I'IL-17. Enfin, les T
régulateurs (Treg) peuvent produire du facteur de croissance transformant beta (TGF-B), de

I'IL-10 et de I'IL-35 et réguler négativement les autres T helper. (Parham 2005)

C- LES GRANULOCYTES

Les granulocytes, caractérisés par la présence des granules dans leur cytoplasme, sont une
famille des cellules de I'immunité innée issue des méme cellules souches que les monocytes. Il
existe plusieurs types de granulocytes : les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. Les
neutrophiles sont les cellules majoritaires circulante dans le sang (40% des globules blanc). Ils
font partie des premiéres réponses immunitaires puisque ce sont généralement les premiéres
cellules mobilisées sur un site d’infection. Les neutrophiles ont une demi-vie de 6h en

circulation et de 48h apres diapédese.

L"activation du complément sur le site d’infection et en particulier le relargage de C5a

permet le recrutement de neutrophiles. Les neutrophiles ont une capacité de phagocytose non
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spécifique de tout pathogene ou cellule infectée : I'agent est alors détruit dans des phagosomes
par l'action de dérivés oxygénés, de protéases a sérine, de défensines et d’autre peptides
antimicrobiens (Reusch et al. 2021). Ils relarguent également des cytokines. En présence d’une
cellule infectée les neutrophiles sont activés par des cytokines pro-inflammatoires, des
protéines dénaturées issues des pathogenes et des dérivés des lipides membranaires présents
dans I'environnement. Un des marqueurs de sévérité du COVID-19 est un changement de ratio
entre le nombre lymphocytes qui décroit et le nombre de neutrophiles qui augmente (Vitte et

al. 2020).
. LES DERIVES REACTIFS DE L’OXYGENE

« Dérivés réactifs de I'oxygene » (ROS) est le nom général donné aux différentes
molécules hautement réactives et radicaux libres dérivés de I'oxygene. Les ROS ont d’abord été
étudiés dans des contextes pathologiques comme pro-mutagene, endommageant I’ADN, les
tissus et accélérant le vieillissement biologique (Roy et al. 2017) . Aujourd’hui, on sait que les
ROS régulent également I’lhoméostasie cellulaire et sont un élément clé dans la médiation des
signaux de transduction. lls peuvent donc avoir une action directe ou étre a l'origine d’un signal
d’activation d’autres voies dont celles de NFkB, MAPK, PI3K-AKT, Keap1-Nrf2-ARE mais aussi du

systeme d’ubiquitination/protéasome. (Zhang et al. 2016 ; D’Autréaux et Toledano 2007).

Produits par toutes les cellules en quantité physiologique, ils sont les sous-produits de
nombreuses réactions enzymatiques et peuvent donc provenir de nombreux compartiments
de la cellule comme le réticulum endoplasmique, les péroxysomes, le cytoplasme et les
mitochondries. Dans des conditions physiologiques, les ROS sont bien tolérés dans les cellules
humaines. C'est un exces de ROS qui peut poser des problémes et aboutir a un stress oxydatif.
Le stress oxydatif est défini comme la disproportion entre les quantités de dérivés oxygénés et
d’antioxydants présents dans un élément biologique donné, une cellule ou un environnement

biologique. (Ray, Huang, et Tsuji 2012).

Il existe plusieurs types de ROS tout comme il existe également des dérivés réactifs de

I'azote (RNS), le tout formant la famille des RONS.

Les cellules phagocytaires comprennent les neutrophiles, les monocytes et les
macrophages. Tous les phagocytes sont capables de produire des RONS dans leurs

phagolysosomes par quatre complexes différents mais interdépendants. Le complexe NADPH-
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oxydase produit des superoxyde O,". Les superoxydes réagissent avec eux-mémes et
produisent du peroxyde d’hydrogene H,0,, on parle de dismutation. Le complexe oxyde
nitrigue synthase produit du monocyte d’azote NO et enfin le complexe myélopéroxydase
produit des anions hypochlorites I'OCI" (Babior, 2000.). Tous les produits de ces réactions ont

des temps de demi-vie cellulaire de I'ordre de quelques secondes (Rubio et Cerdon 2021).

Le complexe NADPH-oxydase est un mécanisme d’oxydoréduction via I'oxydation de
NADPH. La formule de la réaction est la suivante : NADPH + 20, = NADP* + H* + 20;™. Ce
meécanisme d’oxydoréduction ne s’enclenche que lorsque le phagocyte est activé. (Babior,

2000.)

Il a été montré que les ROS pouvaient induire des dommages a I’ADN. Cela va entrainer
de multiples réponses aux dommages a I’ADN, allant de la réparation a I'apoptose cellulaire en
passant par 'activation immunitaire et la production de plus de ROS. (Kang et al. 2012; Srinivas
et al. 2019). lls sont aussi impliqués dans des mécanismes pro-cancéreux : les ROS activent les
voies des MAPK, PI3K-AKT et NFkB, toutes trois pouvant étre dérégulées dans différent cancers.
En plus, H20; a faible dose stimule la prolifération cellulaire dans de nombreux types de cellules
cancéreuses.(Liou et Storz 2010). Les ROS peuvent également induire des dommages aux tissus,
cela a encore été récemment démontré dans le COVID-19 par des ROS provenant des
neutrophiles.(Laforge et al. 2020) Enfin, les ROS induisent "activation de l'inflammasome,
entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires. (Harijith, Ebenezer, et Natarajan
2014). Ce mécanisme est donc évoqué parmiles raisons de |'activation de I'inflammasome dans

I'infection au SARS-COV-2 (Vora, Lieberman, et Wu 2021)
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[ll.  LAPANDEMIE DE COVID-19

Le COVID-19 est due a une infection au SARS-COV-2, un coronavirus humain. C’est un
virus a ARN positif, enveloppé. Le SARS-COV-2 est plus contagieux chez 'Homme que le SARS-
COV-1 de 2003, ce qui explique en partie sa rapide dispersion dans le monde (Nguyen et al.
2020). Je développerai le cycle de réplication du virus et ses conséquences dans I'organisme

hote plus loin et vais commencer par décrire la pathologie liée au COVID-19.

Les premiers cas confirmés de patients infectés par le SARS-COV-2 datent du
12/12/2019 a Wuhan, en Chine. (P. Zhou et al. 2020) Le virus a officiellement été découvert et
nommeé le 9 janvier 2020 lorsque la chine a communiqué publiquement la séquence du virus.
Celui-ci était initialement appelé « 2019-nCoV » Wuhan Coronavirus Novel Coronavirus avant
d’étre renommé SARS-COV-2. Le 11 mars 2020 I'Organisation Mondiale de la Santé a déclaré
que le COVID-19 peut étre qualifiée de pandémie. Les origines du virus ne sont pas
completement élucidées et les discussions autour sont riches (Casadevall, Weiss, et Imperiale
2021) mais la transmission depuis une espéce sauvage, impliquant les chauves-souris, est ce

qui semble le plus logique a privilégier. (H. Zhou et al. 2021)

Le COVID-19 ne se développe pas systématiquement lors d’une infection a SARS-COV-
2. Les premiers chiffres issus des données épidémiologiques en Chine donnent ceci : 80% des
personnes positives au SARS-COV-2 n’auront soit pas de symptémes soit des symptomes
modérés, 20% nécessiteront des soins hospitaliers allant jusqu’a I'assistance respiratoire et un
quart d’entre eux développeront les formes les plus graves de COVID-19 (Wu et McGoogan
2020). Ces chiffres varient beaucoup en fonction des pays et de leur capacité hospitaliere.

(Carbone et al. 2021; Batah et Fabro 2021; Polak et al. 2020; dos Santos 2020).
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Figure 2: Evolution de la pathologie COVID-19 selon le niveau de gravité et traitements —
ViralZone ; https://viralzone.expasy.org/9116

Tous les patients infectés sont totalement asymptomatiques durant toute la période
d’incubation virale, période pendant laquelle le virus commence a se répliquer mais ne semble
pas ou peu détecté par I'organisme. 40% des personnes infectées ne présenteront aucun
symptdme méme apres cette période d’incubation, pourtant méme ces personnes peuvent
avoir des lésions au niveau des poumons détectables par tomodensitométrie (Chen et al. 2021)
. Les premiers symptomes clinques du COVID-19 apparaissent jusqu’a 11 a 12 jours post-
infection (Figure 2). Le nombre de symptdmes et leur sévérité dépendent de plusieurs facteurs,
dont les caractéristiques du patient : son &dge, son sexe et également d’éventuelles

comorbidités associées a la gravité de la maladie.

Les premiers symptomes et les plus fréquents de COVID-19 sont une fievre modérée a
sévere (plus de 38°c) une toux, une dyspnée, parfois une respiration accélérée et superficielle
et surtout une perte de 'odorat (anosmie). L'anosmie est un symptdme fréquent chez les
patients développant un COVID-19 (46% en France) (Ferdenzi et al. 2021). Le mécanisme a été
décrit par de Melo et coll. chez le hamster : le SARS-COV-2 est capable d’infecter les cellules de

I“épithélium olfactif, formant une inflammation locale et entrainant une perte temporaire des
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ciliations de I'épithélium olfactif chez les Hamster. De plus, ils ont observé que de I’ARN viral
était détectable dans les muqueuses de I’épithélium olfactif de patients anosmique plus de 100
jours apres leurs premiers symptémes de COVID-19 ainsi que des marqueurs d’inflammation
locale (de Melo et al. 2021). Chez I'homme, le SARS-COV-2 est également capable d’infecter les
cellules olfactives et d’entrer dans le systeme nerveux central (Meinhardt 2021; Keyhanian et

al. 2021).

L’age, I'obésité, le diabete de type Il, les maladies cardiovasculaires et I’hypertension,
I'insuffisance rénale ou respiratoire, la cirrhose a un stade B ou C, le cancer, un antécédent de
transplantation d’organes sont des comorbidités qui sont associées aux cas les plus graves de
COVID-19 (Ejaz et al. 2020). Dans ces cas, le patient déclenche un orage cytokinique, c’est a
dire un état d’activation aiglie incontrolée du systéeme immunitaire caractérisé par une
surproduction brutale de cytokines inflammatoires, pouvant impliquer des dommages
multiples dans divers organes du patient, entrainant leur dysfonction, en particulier des
poumons, des reins et du cceur. (Tay et al. 2020) 70% des déces de patients ayant développé
un COVID-19 sont dus a une détresse respiratoire. Le syndrome de détresse respiratoire aiglie
(ARDS) est secondaire a des Iésions des cellules pulmonaires avec accumulation de liquide dans
les alvéoles, une réduction de I'oxygénémie. Jusqu’a 28% des cas de déces présentent une
septicémie. 40% des patients décédés ont également une thrombose des veines profonde. (Tay

et al. 2020; Edler et al. 2020; Bosmller et al. 2020)

Méme apreés résolution de I'infection, des cas de « COVID long » ont été constatés. Il
s’agit de personnes ayant encore des symptomes de fatigue, de douleurs et des troubles
respiratoires plusieurs semaines voire plusieurs mois aprées le diagnostic de COVID-19.

(Domingo et al. 2021)
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V. LE SARS-COV-2

A- LES CORONAVIRUS

Un virus est un parasite intracellulaire obligatoire. Le SARS-COV-2 respecte cette regle.

Parmi les coronavirinae (CoVs) il y a quatre genres connus aujourd’hui : alpha, beta,
gamma et delta. (ViralZone (Hulo et al. 2011)) Les genres alpha et beta semblent avoir émergé
de virus de chauve-souris tandis que les gamma et delta de virus aviaires (Totura et Bavari
2019). Concernant les CoVs humains connus, ils ne proviennent que du genre alpha ou beta
coronavirus. Plus de 500 CoVs ont été identifiés chez les chauves-souris a ce jour en Chine
uniquement, la diversité des CoVs étant estimée a plus de 5000 CoVs différents chez cette

méme espéce (Lin et al. 2017 ; Latinne, 2020. ; H. Zhou et al. 2021).

Sept coronavirus humains ont été dénombrés a ce jour, tous de I'ordre des nidoviridae,
famille des coronaviridae et de la sous-famille des coronavirinae. Quatre impliquent des
rhumes et des syndromes grippaux hivernaux sans gravité : HKU1, NL63, OC43 et 299E, le virus
restant généralement dans les parties supérieures des voies respiratoires, soit la bouche, le
nez, le larynx et le pharynx. Les trois autres virus impliquent des syndromes respiratoires
séveres : Le Coronavirus de type 1 du Syndrome Respiratoire Aiglie Sévere (SARS-COV-1), le
SARS-COV-2 et le Coronavirus du Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient (MERS-COV). Ces
virus sont capables de se répliquer dans les voies respiratoires inférieures, de la trachée aux
poumons. Ces virus se transmettent par des gouttelettes de salive suspendue dans I'air ainsi

que par contact avec des surfaces contaminées (V'kovski et al. 2021)

Le SARS-COV-1 est apparu en 2003 en Chine, dans la province de Wuhan. L’épidémie a
duré un an et a été complétement contrélée, dans le sens ou plus aucun cas issu du milieu
naturel n'a été détecté depuis. 8096 personnes ont été contaminées dans 29 pays et 774
personnes en sont mortes, le taux de mortalité étant estimé a 3%. Le réservoir intermédiaire
du virus entre la chauve-souris et 'homme est connu, c’est la civette. (https.//www.who.int/health-

topics/severe-acute-resp/ratory-syndrome#tab:tab_l)

Le MERS-CQV est apparu en 2012 au Moyen-Orient, en Arabie Saoudite et il y a encore

des cas sporadiques de personnes contaminées de nos jours. En 2021, 2574 cas ont été
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recensés dont 886 morts. Le taux de mortalité du virus est estimé a 34.4%. Le réservoir

intermédiaire du MERS-COV est le dromadaire (https.//www.who.int/health-topics/middle-east-
respiratory-syndrome-coronavirus-mers#tab=tab_1 ; http.//www.emro.who.int/health-topics/mers-cov/mers-

outbreaks.html).

Le SARS-COV-2 fait partie de la famille des Coronaviridae, sous famille des
orthocoronavirinae, du genre betacoronaviridae et sous genre sarbecoronavirus
(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). C'est un virus enveloppé. La structure du SARS-COV-2 est
sphérique. Le virion fait entre 60 et 120 nm de diametre et est recouvert de protéines de
surface (S) : des « spikes », soit des épines de 9 a 12nm directement impliquées dans la capacité

du virus a entrer dans la cellule (Ke, 2020).

Le virion est également structuré par un complexe de protéines ribonucléiques
composé de glycoprotéines virales membranaires (M), de petites protéines d’enveloppe (E),
supportées par la membrane du réticulum endoplasmique capturé lors du cycle viral précédent
dans la cellule héte. Attachée a l'intérieur de cette enveloppe il y a la nucléocapside composée

de Nucléoprotéines (N) entourant I’ARN (+) viral et le protégeant (Klein et al. 2020).

Son cycle cellulaire est, jusqu’a preuve du contraire, considéré comme équivalent a celui
du SARS-COV-1 et des autres coronavirus qui ont été largement étudiés et les articles publiés
jusqu’alors le confirment. Je soulignerai les différences. Le cycle viral du SARS-COV-2 passe par

plusieurs phases (Figure 3).
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Figure 3 : Cycle viral des coronavirus — ViralZone ; https://viralzone.expasy.org/9096. L'entrée

du virus peut se faire par endocytose ou par fusion des membranes. La réplication du génome
se produit dans des vésicules a double membrane et I'assemblage des nouveaux virions au
niveau du compartiment intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi.
'export des nouveaux virions se fait via des lysosomes par exocytose.
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B- L’ENTREE DU VIRUS DANS LA CELLULE

La protéine spike est directement impliquée dans ce processus, elle interagit avec le
récepteur ACE2 présent a la surface de la cellule pour y entrer, ce qui induit I'internalisation
d’ACE2. Un corécepteur est nécessaire : on connait la sérine-protéase transmembranaire de
type I (TMPRSS2) et la cathepsine L (CTL, une cystéine protéase), chez les
coronavirus. TMPRSS2 ET CTL ont une action de clivage de la protéine S entre les domaines S1
et S2 enclenchant la fusion de celle-ci avec la membrane cellulaire et donc I'entrée du virus
mais c’est vraiment TMPRSS2 qui a été démontré pour le SARS-COV-2 actuellement (Hoffmann

et al. 2020 ; Hoffmann, Kleine-Weber, et P6hImann 2020 ; Bayati, 2020. ; Shang et al. 2020).

Les deux SARS-COVs partagent 85% de séquence en moyenne et 75% d’acides aminées
en commun au niveau du domaine SB. Ce domaine joue un réle important dans le mécanisme
d’entrée et la particulierement haute virulence du SARS-COV-2. Le site de clivage pour former
S1 et S2 est un des points qui distingue SARS-COV-1, SARS-CoV-2 et MERS des autres
coronavirus humain. Le SARS-COV-2 et le MERS ont un site de clivage par la furine, (Peacock,
Goldhill, et AL. 2021) ce site n’étant pas nécessaire pour I'entrée du SARS-COV-1 dont le clivage
est dépendant de la CTL (Follis, York, et Nunberg 2006). Cependant il a été montré que le niveau
de CTL était élevé aprés une infection par SARS-COV-2 et qu’une inhibition de celle-ci réduisait

fortement I'infection du SARS-COV-2 dans des souris humanisées (Zhao 2021).

La protéine S s’attache dans un premier temps au corécepteur. S est trimérique et a un
site de clivage la séparant en deux segments : S1-Cter et S2-Nter. C’'est le segment S1 qui
contient un domaine d’attachement au récepteur (RBD) ACE2. Ce domaine est muté chez
beaucoup des variant apparus jusqu’alors, ce qui pourrait expliquer les différences de virulence

selon le variant. (Peacock, Sheppard, et al. 2021 ; Escalera et al. 2021 ; Scudalleri et al. 2021)

Le segment S1 va s’accrocher a la partie extracellulaire du récepteur ACE2 en N-
terminal. Le changement conformationnel du segment S2 va faciliter la fusion entre I'enveloppe
virale et la membrane cellulaire. Ce complexe sera alors intégré a I'intérieur de la cellule par
deux voies possibles. Elle peut se faire par endocytose, le virus étant englobé par un endosome
qui lui permet d’entrer. L'autre chemin, utilisé principalement par le SARS-COV-2, consiste en

une fusion entre I'enveloppe virale et la membrane plasmique aprés le clivage par TMPRSS2.
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(Peacock, Goldhill, et al. 2021). Dans les deux cas, ACE2 est internalisé et n’est donc plus

disponible a la surface cellulaire.

La fusion entre l'enveloppe virale et la membrane plasmique entraine une
décapsidation directe du virus et un relargage du génome viral dans le cytoplasme. La voie
endosomale nécessite une étape intermédiaire. L'endocytose est un mécanisme dépendant du
pH : une fois le virus englobé dans I'endosome précoce, c’est essentiellement I'action de la
pompe H+-ATPase de type V qui entraine une réduction progressive du pH dans I'endosome

passant de 6 a 5 puis a 4.6 pour I'endosome tardif, qui se transforme alors en lysosome.

Dans le lysosome se produit la fusion des membranes et ce mécanisme implique
plusieurs protéases. La CTL est présente dans les lysosomes cellulaires. Elle permet de dégrader
la matrice cellulaire, ce qui participerait également a la décapsidation du SARS-COV-2. (Gomes
etal. 2020). La fusion des membranes peut aussi étre induite via « two-pore channel 2 » (TCP2),
un canal ionique transmembranaire présent sur le lysosome et qui permet de fusionner le
lysosome avec I'enveloppe du virus (Peacock, Goldhill, et al. 2021). Par des échanges ioniques
Na+/Ca+, TCP2 va entrainer l'ouverture du lysosome, libérant la nucléocapside dans le
cytoplasme. Reste la décapsidation : c’est également TCP2 qui semble étre impliqué dans la
décapsidation, soit la disparition de la nucléocapside (N) libérant I’ARN viral, sans que le détail
des probables phosphorylations impliquées dans ce mécanisme ne soit connu (Z. Zhao, Qin, et

Huang 2021).

C- LA REPLICATION DU VIRUS

Une fois la décapsidation effectuée, il ne reste que I'ARN génomique du virus. Le
piratage de la machinerie cellulaire permet au virus de produire ses propres protéines, son
génome, et de reproduire de nouveaux virions. Le génome du virus est un ARN simple brin
positif. Il est particulierement long pour un virus a ARN : il fait entre 26 000 et 32000 paires de
bases. Il est coiffé en 5" et polyadénylé en 3’. L'ARN génomique viral servira pour plusieurs
choses : d’ARN messager pour la production des protéines virales et de modeéle pour les étapes
de transcription et de réplication. Ce seul ARN génomique va permettre la production de 27

protéines différentes. Pour ce faire, deux stratégies sont utilisées.
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Dans un premier temps, I'’ARN génomique comme ARN messager va étre lu directement
par des ribosomes cellulaires qui le traduiront en de grandes polypeptides (PP). Ces
polypeptides seront par la suite découpées en plusieurs protéines dites non structurales (NSP)
c’est-a-dire qu’elles serviront au bon déroulement du cycle du virus mais ne feront pas partie

des virions (Kim et al. 2020).

La traduction des NSP se fait via 2 cadres de lecture ouvert (ORF) : ORFla et ORF1b.
L’'ORF1a en lecture directe permet la production du polypeptide 1a (ppla) qui sera ensuite clivé
en 11 NSP (NSP-1 a NSP-11). Trés vite, NSP-1 permet I'arrét des mécanismes de traduction des
protéines de la cellule héte en s’attachant a la sous-unité 40S du ribosome (Schubert et al.
2020). De plus NSP-1 entraine la dégradation des ARN messagers cellulaires, reconnaissant et
détruisant leur partie 5’UTR non virale (Finkel, Gluck, et al. 2021). NSP-1 bouche également les
canaux entre le noyau et le cytoplasme empéchant I'export des ARNm cellulaires (K. Zhang et
al. 2021). Un décalage du cadre de lecture arrive régulierement dans une séquence dite
glissante de génome viral (UUUAAC) accélérant la vitesse de lecture et empéchant I'action du
codon stop. Cela entraine la traduction de I'ORF1b en polypeptide 1ab qui sera ensuite clivé en
15 NSP (NSP-1 a NSP-15). Le clivage protéolytique, particulierement de NSP-1 et NSP-2, est
assuré par les protéases virales NSP-3 (ayant un domaine de protéase papaine-like) et surtout
NSP-5 (ayant un domaine de protéase 3C-like) capables de cliver sur 11 sites les ppla et

pplab (Haque et al. 2020; Kim et al. 2020).

Des ARN sous-génomiques négatifs sont copiés de maniére discontinue avec un
évenement de saut vers la partie 3’UTR leur donnant a tous également la méme séquence
« leader » en 5’. Cet éveénement de saut est d(i a une partie du génome viral appelé séquence
régulatrice de transcrit (TRS-s) qui contient 6-7 nucléotides conservés et qui, par des
interactions ARN-ARN peut sauter directement vers la partie équivalente TRS-| située en 5’,
continuant la transcription jusqu’au 5'UTR. Les ARN sous-génomiques négatifs produits sont
copiés en ARN sous-génomiques positifs. Chacun des ARN sous-génomigues contient un ORF
pour traduire les protéines de structure utilisées pour I'assemblage des nouveaux virions soit
les protéines S (Spike, ORF3), E (enveloppe, ORF4), M (membrane, ORF5) et N (nucléocapside,
ORF9). Sont aussi traduites les protéines accessoires 3a, 6, 7a, 7b, 8 et 10, (aux ORF du méme

nom) non nécessaires pour la réplication virale mais capitales dans la pathogénicité
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virale. Enfin, pour la réplication, la NSP-12 a une activité polymérase dépendante de I’ARN
(RdRP). Le complexe NSP-12-NSP-7-NSP-8 permet la copie du génome viral entier en ARN
simple brin négatif, puis a nouveau en plusieurs ARN simple brin positif qui seront les ARN
génomiques empaquetés dans les nouveaux virions. (Haque et al. 2020; Raj 2021; Finkel,

Gluck, et al. 2021; Finkel, Mizrahi, et al. 2021)

D- L’ASSEMBLAGE DES NOUVEAUX VIRIONS ET LA SORTIE VERS LE MILIEU
EXTRACELLULAIRE

L'assemblage de nouveaux virions se fait en plusieurs étapes, au niveau du
compartiment intermédiaire entre le Réticulum Endoplasmique (ER) et I'appareil de golgi
(ERGIC). La protéine N va permettre d’enrouler a nouveau le génome viral et de I'encapsider
d’un coté tandis que les protéines S, M et E composant |'enveloppe virale s’organisent et
s’attachent aux parois de I'ERGIC. La protéine M est la clé des interactions protéines permettant
a toute la structure des nouveaux virions de tenir, mais ne suffit pas a elle seule a la formation
des nouveaux virions, la protéine E étant nécessaire également. Le domaine C-terminal de la
protéine M va s’attacher au domaine C-terminal de la protéine N. La membrane du ER
composée des protéines virales S, M et E va entourer la nucléocapside jusqu’a construire

entierement les virions dans des lysosomes.

Les virions produits seront ensuite amenés vers la membrane cellulaire via ces
lysosomes de transport ou un événement de bourgeonnement par exocytose se fera pour
chaque virion, leur permettant d’atteindre le milieu extracellulaire (Haque et al. 2020; Klein et

al. 2020).

VIl.  LE LYMPHOHISTIOCYTOSE HEMOPHAGOCYTAIRE

La lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH) est un syndrome amenant a une
réponse inflammatoire excessive. Elle se divise en deux formes, primaire et secondaire.
L’origine de la forme primaire est génétique : 40% des personnes atteinte de ce syndrome ont
une mutation soit sur le gene qui code pour la perforine, soit sur un gene impliqué dans la
dégranulation des perforines. La forme secondaire peut étre d(i a certaines infections virales et
amener a un orage cytokinique, soit une production excessive de cytokines pro-inflammatoires.

(Eloseily et Cron 2018). La comparaison avec |'orage cytokinique visible dans les cas grave de
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COVID-19 a été faite (Mehta et al. 2020). Bien qu’il présente de forts points communs, la HLH
n’est pas toujours ce qui se produit lors des cas graves de COVID-19 : des marqueurs peuvent
ne pas correspondre comme les taux de CRP et de ferritine présents dans les HLH. Les
connaissances actuelles sur la HLH primaire et secondaire peuvent étre utile pour comprendre
le COVID-19 et la survenue de I'orage cytokinique, ne serait-ce que pour mieux les différencier.

(Otsuka et Seino 2020)
VIIl.  L’ANGIOTENSINE Il ET RECEPTEUR CELLULAIRE : ACE2

A- LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE-ALDOSTERONE

L'angiotensine Il est un peptide dérivé de ['angiotensine. Le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA) est une cascade d’événements physiologiques permettant
entre autres la régulation du flux sanguin par constriction et dilatation des vaisseaux sanguins.

Il implique plusieurs organes dont le foie, les reins et aussi le systeme cardiovasculaire.

L’angiotensinogene (DRVYIHPFHLVHN) est un glycopeptide synthétisé essentiellement
par le foie. Il est libéré dans le plasma et circule alors jusqu’aux reins ou la rénine, une enzyme
produite par I'appareil juxtaglomérulaire, va partiellement le protéolyser entre la leucine et la

valine pour obtenir I'angiotensine |, un décapeptide (DRVYIHPFHL) inactif.

L'angiotensine | sera transporté via I'endothélium et hydrolysé par I'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ACE), une carboxypeptidase membranaire présente a la surface
de certains types cellulaires, dont les petites et les grandes cellules épithéliales alvéolaires (ou

pneumocytes de type 1 et de type 2 respectivement) tapissant les poumons.

L’ACE va cliver les deux acides aminés en C-terminal de I"angiotensine |, pour obtenir
cette fois I'angiotensine Il (DRVYIHPF), octapeptide 1-8 qui lui est actif. Il se lie a deux
récepteurs : le récepteur pour l'angiotensine Il de type 1 (ATiR) et le récepteur pour
I'angiotensine Il de type 2 (AT2R). Les deux récepteurs font partie de la famille des récepteurs
couplés au protéines G a 7 domaines transmembranaires (7T-GPCR). ATiR enclenche un
meécanisme de vasoconstriction tandis que AT;R enclenche un mécanisme de vasodilatation,
mais comme ce dernier est tres peu exprimé dans le systéme vasculaire, I'angiotensine Il a donc

essentiellement un effet vasoconstricteur. (Forrester et al. 2018).
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Il existe également une carboxypeptidase homologue a ACE, ACE2, mais qui ne va cliver
gu’un seul acide aminé en C-terminal. L'ACE2 est également présent sur les pneumocytes de
type 1 et surtout de type 2 (Ziegler et al. 2020). Son action principale consiste a réguler
négativement le systéeme rénine-angiotensine puisqu’il permet de convertir I'angiotensine Il en
angiotensine 1-7, un vasodilatateur puissant qui agit sur les récepteurs mitochondrial assembly
1 (MAS-1). Du fait de la pluralité de substrat et de I'action combinée d’ACE et ACE2 ainsi que
d’autres exoprotéases du sang, il y aura formation d’une variété de peptides ayant des activités
antagonistes selon le récepteur qu’ils vont activer : I'angiotensine Ill (RVYIHPF 2-8) qui agit sur
les mémes récepteurs que I'angiotensine I, I'angiotensine 1-9 (DRVYIHPFH) qui agit sur AT,R
ou peut étre converti en 2-8 ou 1-7, I'angiotensine 1-7 qui peut étre convertie en angiotensine

1-5 (Forrester et al. 2018).

B- IMPLICATION DANS L'INFECTIONS SARS-COV-2

L’angiotensine Il est impliquée dans la signalisation de plusieurs cellules de I'immunité.
La présence d’angiotensine | et Il ainsi que d’ATiR dans les monocytes a été démontrée (Hahn
et al. 1994). La production de dérivés oxygénés via |'activation de NADH/NADPH oxydase
induite par I'angiotensine Il a été décrite avec le modele de cellules musculaires lisses des
vaisseaux (Griendling et al., 1994.) et de nombreux liens ont été faits entre la production de
dérivés oxygénés médiée par I'angiotensine Il et I'hypertension dans différent modeles dont
des macrophages mais aussi beaucoup de modéles de rongeurs. (Rajagopalan et al. 1996; Wang

et al. 2001 ; Justin Rucker et Crowley 2017) .

La revue trés compléte de Forrester et ses collegues de 2018 nous donne un tableau
résumant ce qui a été démontré quant a l'action de I'angiotensine Il sur les cellules

immunitaires (Tableau 1).
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Table 9. Roles of immune cell subtypes in ANG Il pathophysiology

Cell Type Pathophysiology Model Mediators Reference Nos.
Macrophages Hypertension | IL-1R1-/ Renal NKCG2 1249
VSMC proliferation | Clodronate C1q/pcatenin 1010
AAA | apoE—/ - Notch+ /~ BMT Notch1 353
AAA T LOLr—/~ Nax2—,/— BMT ROS/IL-18 490
Intracranial aneurysm | Clodronate MCP1 453
Cardiac inflammation 1 A5+ / Autophagy,/ROS 1265
Renal fibrosis (UUO) 1 AT, ARf/f RysM-Cre M1 cytokines/IL-1R 1250
Cognitive dysfunction | Clodronate or AT, 4R~ /— BMT Mox2 /ROS 271
T cells Hypertension | AT4aR=/~ T cell transfer MNox/ROS/TNF- 348
Hypertension | CTLA4-g, B7[CDBO/86)- / Inflarmmation 1083
Hypertension | =6t =2 ROS/cytokines B30
Hypertension | AT, ART CD4Cre Th1 eytokines 1251
Vascular dysfunction | Thx21 -/ IFN-y/ROS/NK cell 511
T cells (CODBT) Hypertension | cos- /-, CODB* T cell transfer Kidney T cell R 1066
¥6 T cells Hypertension | TCRa&—./ - EC dysfunction 108
Tregs Hypertension | Treg adoptive transfer ROS/Inflammation 54
Hypertension /fibrosis | Treq adoptive transfer CO39/neutrophils 263
B cells Hypertension | BAFF-R—/ lgG/macrophage 134
Atherosclerosis apoE—/— BAFF-R—/- IL-10 Bregs 830
MK cells Vascular dysfunction | MK1.1 depletion antibody Inflarmmation 511
Meutrophils Aortic dissection | AntiGr-1 antibody MMPS 525
MDSCs Hypertension 1 MDSC depletion HaOgo 840

Tableau 1 : Role des différentes sous-populations cellulaires dans la physiopathologie due a
I'angiotensine Il. (Forrester et al. 2018) page 1697.

Peu de choses sont connues sur l'action de l'angiotensine Il dans les monocytes.
'angiotensine Il induit une production d’IL-1B et de TNF-a significativement plus élevée dans
les monocytes de donneurs ayant des problémes d’hypertension par rapport aux monocytes
de donneurs sains (Dorffel et al. 1999). Dans un contexte pathologique d’anévrisme de 'aorte
abdominale chez la souris, une infusion d’angiotensine Il induit une augmentation de TREM-1
(pour Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1) dans les monocytes (Vandestienne et
al. 2021). TREM-1 activé induit une production de cytokines pro-inflammatoires. (Varanat et al.
2017). L'angiotensine Il induirait une production de ROS et de MCI1-P dans les cellules
mésangiales humaines (Chen et al. 2009). Enfin, bien que cela soit régulierement évoqué et
logique au vu des résultats précédemment décrits, le fait que I'angiotensine Il induise une

production de ROS dans les monocytes n’a pas été démontré.

Le SARS-COV-2 a pour récepteur d’entrée dans la cellule ACE2. Son action sur le SRAA a
donc été étudiée. Furuhashi et ses collegues ont résumé les différents impacts que pourrait
causer le SARS-COV-2 sur le systéme SRAA (Figure 4). Malgré I’"homologie entre ACE et ACE2
seul ACE2 interagit avec certains coronavirus (Lubbe et al. 2020). Les raisons seraient a trouver

dans I'espace d’interaction en C-terminal : il est plus grand au niveau d’ACE2 que pour ACE,
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permettant une interaction avec la protéine Spike. La protéine Spike du SARS-COV-2 possede
un site de clivage a la furine que n’a pas celle du SARS-COV-1. Ceci pourrait expliquer en partie
le fait que I'affinité du SARS-COV-2 pour le récepteur ACE2 est meilleure que celle du SARS-
COV-1 (Walls et al. 2020 ; Ke, 2020.). Lors de I'entrée du SARS-COV-2, ACE2 est co-internalisé
avec le virus. Ceci pourrait aboutir a une moindre conversion de |'Angiotensine Il en

Angiotensine 1-7 et par la a un taux d’angiotensine Il élevé dans I'environnement des cellules

infectées.
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Figure 4 : Possibles associations entre le SRAA et les dommages pulmonaires observés lors
d’une infection par SARS-COV-2 (Furuhashi et al. 2020).

IX.  REPONSE IMMUNITAIRE A UNE INFECTION AU SARS-COV-2

On observe plusieurs étapes dans la réponse du systeme immunitaire visant a controler
puis résoudre I'infection par SARS-COV 2. La réplication du virus est cytopathique (Buchrieser
et al. 2020; Li et al. 2020). Le SARS-COV-2 déclencherait via sa protéine virale ORF3a des
mécanismes d’apoptose et possiblement de pyroptose dans les cellules ou il réplique par
I'activation de la caspase 8, de la caspase 3 mais pas par |'activation de la caspase 1 (Ren et al.
2020, 3; Li et al. 2020, 8). La pyroptose est une mort cellulaire particulierement pro-
inflammatoire, comme son nom le laisse entendre (pyro = feu ; ptosis = chute). C'est un
meécanisme induit par I'activation de caspases qui va déclencher la production de plusieurs
cytokines dont I'lL-1B et I'lL-18 (Bergsbaken, Fink, et Cookson 2009). Les caspases 1, 3 et 8 sont

capables de déclencher la pyroptose (Yu et al. 2021).
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La cellule infectée va donc produire des cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-13
attirant les cellules de I'immunité innée comme les monocytes se différenciant alors en
macrophages mais aussi les cellules NK et les neutrophiles. (Maucourant et al. 2020; Jinghe

Zhang et al. 2021; Reusch et al. 2021)

Dans un second temps, ce sont les cellules LT4 et LT8 qui sont recrutées dans les tissus
infectés et qui a leur tour enclencheront des mécanismes d’élimination du pathogene et des
cellules infectées plus spécifique, et surtout de mémoire du SARS-COV-2 (Schultze et

Aschenbrenner 2021, 19).

Dans la majeure partie des cas, ces mécanismes seront parfaitement efficaces. lls
peuvent étre a l'origine de la fievre et d’autres symptdmes faibles a modérés du patient
accompagnant la résolution de I'infection et ne nécessitant pas d’hospitalisation. Mais dans les
cas les plus graves, un orage cytokinique se déclenche et le pronostic vital de la personne peut
se trouver engagé. L'orage cytokinique déclenché est défini par la production fulminante et
disproportionnée de cytokines par les cellules immunitaires, particulierement par les
macrophages mais aussi les monocytes et les neutrophiles infiltrés a cause des lésions. Les
raisons pour lesquelles certains patients développent un orage cytokinique sont encore sujet a

discussion.

Localement, la cellule en apoptose qui relargue des cytokines pro-inflammatoires, va,
en plus d’attirer les cellules de I'immunité, déclencher un signal de danger aux cellules
adjacentes qui a leur tour vont envoyer un signal de danger, créant une boucle positive de

production en continu de cytokines pro-inflammatoires (Coperchini et al. 2020).

Beaucoup de cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans ce processus : des
interférons (IFN), des Interleukines (IL), les facteurs de croissance transformant beta (TGF-B),
des facteurs stimulant les colonies (CSF) des granulocytes et des macrophages, des chimiokines
(C, CXC, CC ou CX3C selon leur structure) et particulierement le facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a). Celles qui semblent étre les plus impliquées dans la pathologie de COVID-19 sont
le TNF-a, I'IL-1B, I'lL-6 et I'IL-18 (Fajgenbaum et June 2020; Mangalmurti et Hunter 2020). Les

patients présentent un niveau élevé de TNF-a, d’IL-1B, d’'IL-6 et d’IL-18 dans le tractus
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respiratoire (Jinghe Zhang et al. 2021). Dans le plasma on observe un plus haut taux d’IL-6, d’IL-

18, d'IL-10 et d’IL-4 (Rodrigues et al. 2021).

De plus, dans les cellules infectées, un mécanisme d’inflammation particulier est activé
. 'inflammasome. C'est un complexe protéique formé par le récepteur NOD-like NLRP3, le
domaine de recrutement de caspase CARD et la procaspase 1. Ce complexe permet de cliver la
procaspase 1, ce quil’active en caspase 1 et induit I'activation des cytokines pro-inflammatoires
IL-1B et I'IL-18 en clivant leurs précurseurs. De plus la caspase 1 est capable de déclencher la
pyroptose. Dans le contexte du SARS-COV-2, I'activation de I'inflammasome dans les cellules
infectées est probablement induite par 'ORF3a, comme avec le SARS-COV-1 (Chen et al. 2019).
La protéine N semble également étre impliquée dans I'activation de I'inflammasome via NLRP3

(Panetal. 2021, 2).

L’activation de I'inflammasome a été détectée dans des PBMCs et potentiellement aussi
dans des cellules endothéliales de patients COVID-19 (Rodrigues et al. 2021; Paul et al. 2021).
Les monocytes et les macrophages peuvent étre infectés par le SARS-COV2 mais de facon non
productive (Boumaza et al. 2021). Pour entrer dans les monocytes le mécanisme du virus est
particulier. Les monocytes présentent trés peu d’ACE2 a leur surface, mais le virus pourrait
utiliser une autre voie d’entrée : les virions liés a des anticorps anti-spike seraient internalisés
par les monocytes via le récepteur FcyR, (Vora, Lieberman, et Wu 2021), un article de bio-arxiv
donne des premiers éléments pour le démontrer en induisant une infection des monocytes
pré-incubés avec du plasma de patients (Junqueira, 2021.). Cependant cela déclenche
I"apoptose des cellules infectées et participe également a I'inflammation locale (Zheng et al.
2021). 'ORF3a est capable d’activer le mécanisme de pyroptose des macrophages ce qui induit
la production de cytokines pro-inflammatoires pouvant participer au déclenchement de 'orage
cytokinique (Jinghe Zhang et al. 2021; Ferreira et al. 2021). De plus, les monocytes infectés vont
également voir leur inflammasome s’activer par la présence des protéines virales de la
nucléocapside, produire des dérivés oxygénés, activer la caspase 1 et relarguer des cytokines

dont de I'lL-1f (Vora, Lieberman, et Wu 2021).
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Figure 5 : Voies d’activation de I'inflammasome NLRP3 : Il peut étre activé par le SARS-COV-2
et par les ROS (Vora, Lieberman, et Wu 2021)

L'action directe des monocytes différenciés en macrophages et de la réaction
inflammatoire locale va entrainer une pneumopathie (Xu et al. 2020, 1). Ces lésions
pulmonaires, si elles s’accumulent, vont-elles-méme entrainer des conséquences directes
puisque le patient peut alors développer un ARDS qui est fatal dans 40% des cas hospitalisés

(Maca et al. 2017).

De maniere générale les patients avec les formes les plus graves de COVID-19 ont une
action des LT déficiente par rapport aux patients asymptomatiques. Une lymphopénie, c’est-a-
dire un nombre de lymphocytes inférieur a 1000/mm? de sang, est également observée chez
ces patients. Les origines de cette lymphopénie sont encore en discussion puisqu’elle semble
précéder I'orage cytokinique et font I'objet central de ma thése. (Cappanera et al. 2021) Nous

proposons qu’une des causes pourrait étre les ROS issus des monocytes.
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Chez les patients COVID-19, on observe une lymphopénie, en particulier parmi les LT8
(Westmeier et al. 2020) ce qui paradoxalement devrait réduire la quantité de cytokines pro-
inflammatoire chez le patient. Cependant une hyperactivation des LT8 restants, sans
épuisement de leur action de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, a été rapportée (Rha
et al. 2021). Egalement, au niveau des LT4, un déficit quantitatif est observé, mais de facon
moins prononcée que pour les T8 (Z. Chen et John Wherry 2020). Selon les patients, une
activation Th2 ou Tul a été observée et cette activation serait prédictive du devenir
pathologique du patient. (Ganneru et al. 2021; Roncati et al. 2020, 2) D’autre études sont
encore en cours pour mieux comprendre ces différences d’activation (ClinicalTrials.gov

Identifier : NCT04403061).

On observe aussi dans les formes graves de la maladie des anomalies de coagulation,
avec des microthrombi disséminés dans les vaisseaux favorisant les complications
précédemment évoquées du COVID-19 (Jose et Manuel 2020). Le taux de D-diméres chez les

patients COVID-19 est élevé et un facteur prédictif de la survie du patient. (Chocron et al. 2021)
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X.  L'ACTIVATION IMMUNITAIRE ET LE VIH

A- LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE

Le VIH est un rétrovirus a ARN, découvert en 1983 par Francoise Barré-Sinoussi et ses
collegues a I'Institut Pasteur de Paris (Barre-Sinoussi et al. 1983) . Il existe 2 types de VIH (1 et
2) chacun ayant une diversité génétique élevée (Désiré et al. 2018; Gao et al. 1994). Le VIH-1
est divisible en sous-familles : M, N ; O et P. Le VIH-1 M est largement majoritaire, c’est le seul
qui est vraiment pandémique (B. S. Taylor et al. 2008). L'infection par VIH est une zoonose,
provenant du chimpanzé et du gorille pour VIH-1 et du singe sooty mangabey pour VIH-2. Tous
viennent de la région centrale du continent Africain. L'épidémie de VIH-1 a commencé a se
développer a Kinshasa dans les années 1920 avec le développement industriel (Sharp et Hahn

2011).

La médiane de survenue du Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA) chez une
personne séropositive au VIH non traitée était estimée a 8 a 10 ans apres infection. Une fois
gue la personne a développé un SIDA, sans traitement antirétroviral, son espérance de vie était

réduite a un a deux ans. (https://www.who.int/news-room/q-a-detail/hiv-aids)

Sans traitement, I'infection par le VIH passe par quatre phases. Le VIH en phase aigle,
pendant quelques semaines, active potentiellement toutes les types de cellules immunitaires
dont les lymphocytes T4, détruisant ces derniéres. Vient ensuite une phase asymptomatique
oU un équilibre s’installe entre la dynamique de la réplication virale et la réponse immunitaire
antivirale, équilibre se traduisant par une virémie plus ou moins élevée mais moindre qu’en
phase aiglie. La troisieme phase est la phase symptomatique ou le systeme immunitaire
devient moins efficace pour combattre les pathologies dues a des agents microbiens et/ou des
cancers. Finalement, le SIDA est déclaré lorsque le systeme immunitaire de la personne infectée
est au plus bas, c’est la derniére phase d’infection au VIH avant la mort du patient par un
pathogene opportuniste, un cancer ou toute autre pathologie en I'absence de traitement

(Deeks et al. 2015; Miller et al. 2010; Gongalves, Uldrick, et Yarchoan 2017).

Les efforts de recherche ont aboutia des traitements antirétroviraux efficaces transformant
une pathologie mortelle en une pathologie chronique permettant de vivre jusqu’a 100 ans
(patient de Lisbonne), ceci en I'espace d’une décennie entre la découverte officielle du virus et
les premiers essais de thérapies combinées (Hammer et al. 1996).
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B- L’ACTIVATION IMMUNITAIRE, CAUSES ET CONSEQUENCES

Aujourd’hui avec la multithérapie antirétrovirale (cART), une combinaison de molécules
agissant a plusieurs points clé du cycle de réplication virale, I'espérance de vie des personnes
vivant avec le VIH (PVVIH) a augmenté considérablement pour étre presque aussi élevée que
celle de la population générale. Cet écart est particulierement faible pour les personnes les plus
récemment infectées et qui ont commencé précocement leur traitement, avec un taux de LT4

élevé (Marcus et al. 2020; Smiley et al. 2021)

Ces personnes ont tout de méme des comorbidités non attribuables a des infections,
survenant plus tot que dans la population générale (Guaraldi et al. 2011; Marcus et al. 2020).
Les comorbidités les plus étudiées sontles maladies cardiovasculaires, |’hypertension,

I'insuffisance rénale et le diabéte de type 2.

Malheureusement, en France, 29% des personnes dépistées positives le sont a un stade

avancé de l'infection (Cazein 2019).

Sous un traitement approprié les PVVIH peuvent rester en phase asymptomatique toute
leur vie avec une charge virale globalement sous le seuil de détection de 50 copies/mL et

restaurer au moins en partie leur taux de lymphocytes.

Mais les PVVIH traitées ont une activation immunitaire résiduelle et persistante. Cette
activation immunitaire peut avoir plusieurs causes et entrainer plusieurs conséquences. Cette

thématique est centrale pour I'équipe de recherche dans laquelle j'ai fait ma thése.

Plusieurs études ont comparé l'incidence des causes de morbi-mortalité entre les PVVIH et
la population générale. Ces études ont ensuite permis de faire des méta-analyses qui rendent
compte de ce que I'on sait aujourd’hui des causes de mortalité des PVVIH sous traitement
efficace. Les maladies du foie, les maladies cardiovasculaires et les cancers non liés au VIH
restent les causes de mort les plus fréquentes et ont un taux d’incidence plus élevé que dans

la population générale (Aldaz et al. 2011; Croxford et al. 2017).

Les causes de cette activité immunitaire sont plurielles. D’abord il y a la production
occasionnelle de virions par les cellules réservoirs. La virémie résiduelle peut dépendre de la
cART du patient (Nolan 2003; Darcis et al. 2020). Mais il y a aussi la question de I'infection de

novo d’une cellule, méme abortive, par ces virions : 'accumulation de rétrotranscrits méme
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lors d’un cycle d’infection incomplet, induit I'apoptose ou la pyroptose via la voie des caspases
et une réaction inflammatoire dans les cellules voisine (Doitsh et al. 2010). Une deuxieme cause
d’activation immunitaire sont les co-infections, par exemple par le cytomégalovirus et les virus
de I’hépatite B et C. On peut aussi citer comme cause d’activation immunitaire la lymphopénie
des LT4, responsable d’une production d’IL7, ayant une activité pro inflammatoire (Sereti et al.
2009). Une autre cause d’activation immunitaire peut-étre un déficit quantitatif en cellules
Treg. Les cellules Treg ayant un effet inhibiteur sur les autres sous-populations de LT4 (Tu1, Th2,
Tul7), leur inactivité peut favoriser I'activation immunitaire (Kanwar, Favre, et McCune 2010).
La translocation microbienne est également trés décrite comme cause d’Al. La translocation
microbienne est le passage d’un agent microbien commensal ou d’une partie de celui-ci d’une
muqueuse dans la circulation générale en I'absence d’infection manifeste (Sandler et Douek
2012). La translocation microbienne peut induire une activation du systéme immunitaire
pouvant se traduire par des taux circulants de CD14 soluble, de protéine intestinale de liaison
aux acides gras (I-FABP) et de LPS-binding protein (LBP) élevés. La présence de LPS circulant est

un autre marqueur de translocation microbienne (Brenchley et al. 2006).

L'immunosénescence présente chez certaines PVVIH peut étre a la fois une cause et une
conséquence de l'activation immunitaire. La sénescence des cellules immunitaires peut les
amener a produire des facteurs pro-inflammatoires (Freund et al. 2010), et ces facteurs

peuvent engendrer une sénescence prématurée des cellules immunitaires (Sokoya et al. 2017).

Pour chaque acteur de I'immunité, des marqueurs d’activation ont été identifiés chez les

PVVIH comme résumé dans la Figure 6.
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Figure 6 : Marqueurs et cellules impliqués dans I'activation immunitaire chez les PVVIH. (M
Younas et al. 2016) les marqueurs soulignés peuvent étre persistants aprés mise sous cART.

L'activation immunitaire résiduelle semble influer sur le développement de
comorbidités dites non liées au SIDA rencontrées chez les PVVIH comme le syndrome
métabolique, |'athérotrombose, les troubles neurocognitifs, la stéatose hépatique,
I'ostéoporose, I'atteinte rénale, une fragilité générale, voire certains cancers (M Younas et al.

2016).

En 2015 I'équipe de Pierre Corbeau a publié un article développant I'idée que les PVVIH ont
plusieurs profils d’activation immunitaire distincts. Chaque profil est caractérisé par une
association spécifique de marqueurs d’activation immunitaire (Psomas et al. 2016). Ce premier
travail a ouvert la voie au sein de I'équipe a plusieurs études auxquelles j'ai contribué. Les

premiers résultats publiés sont présentés dans cette these.
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I. ARTICLE «MICROBIAL TRANSLOCATION IS LINKED TO A SPECIFIC IMMUNE
ACTIVATION PROFILE IN HIV-1-INFECTED ADULTS WITH SUPPRESSED VIREMIA»

Dans ce travail et dans la continuité du projet ACTIVIH (Psomas et al. 2016) nous avions
plusieurs objectifs : démontrer la robustesse du profilage des PVVIH avirémiques sous cART,
c’est-a-dire établir que celui-ci n’est pas spécifique de la cohorte établie précédemment, et
tester si une cause potentielle d’activation immunitaire, la translocation microbienne, pouvait

étre associée a un profil particulier (Brenchley et al. 2006).

Pour tester la robustesse du profilage, 20 patients d’une cohorte de PVVIH avirémiques
plus jeunes et infectés depuis moins longtemps ont été ajoutés aux 120 premiers patients. Ces
20 patients nouveaux ont été analysés comme les 120 patients précédents d’ACTIVIH en
observant plus de 60 marqueurs d’activation immunitaire dans leur sang périphérique.
L’ensemble des patients a pu étre profilé a nouveau et les groupes renommés en conséquence

de A3 E.

Nous avons observé que les volontaires d’un profil (le profil D) avait deux marqueurs de
translocation microbienne plus élevés que les volontaires ayant un autre profil. Le premier
marqueur de translocation microbienne était la LBP. LBP est une protéine de phase aigué de la
réponse immunitaire a une attaque bactérienne, induite par la présence de LPS bactérien,
capable de se lier a ce LPS pour faciliter sa reconnaissance par les PRR. En temps normal, le LBP
est présent dans des concentrations allant de 5 a 15pg/mL dans le plasma humain (Zweigner
et al. 2001). Dans notre cohorte la moyenne était a 29.2ug/mL pour les PVVIH (Figure 2G). Ceci
a également été démontré dans plusieurs travaux chez les PVVIH (Baroncelli et al. 2020;
Funderburg et al. 2016; Brenchley et al. 2006). De plus les LBP induit elle-méme une production
de cytokines pro-inflammatoires (Brenchley et al. 2006). Un deuxieme marqueur de
translocation microbienne que nous avons utilisé était la |I-FABP. |-FABP est une protéine
produite essentiellement par les entérocytes (Agellon, Toth, et Thomson 2002), un des quatre
types cellulaires du tube digestif. La présence de cette protéine dans le plasma est anormale,
causée par la mort de ces cellules fragilisant la barriere intestinale et entrainant de la
translocation microbienne (Lau 2016; Skowyra et al. 2015). Nous avons également observé que
la quantité de LT8 épuisés (présentant le marqueur PD-1 a leur surface) était liée non
seulement a la quantité d’ADN ribosomal 16s bactérien présente dans le plasma des patients

mais également a la quantité de LBP plasmatique (Figure 2L et 2N).
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Persistent immune activation in virologically suppressed HIV-1 patients, which may be
the consequence of various factors including microbial translocation, is a major cause of
comorbidities. We have previously shown that different profiles of immune activation may
be distinguished in virological responders. Here, we tested the hypothesis that a particular
profile might be the consequence of microbial translocation. To this aim, we measured
64 soluble and cell surface markers of inflammation and CD4+ and CD8+ T-cell, B cell,
monocyte, NK cell, and endothelial activation in 140 adults under efficient antiretroviral
therapy, and classified patients and rmarkers using a double hierarchical clustering
analysis. We also measured the plasma levels of the microbial translocation markers
bacterial DNA, lipopolysaccharide binding protein (LBP), intestinal-fatty acid binding
protein, and soluble CD14. We identified five different immune activation profiles. Patients
with an immune activation profile characterized by a high percentage of CD38+CD8+-
T-cells and a high level of the endothelial activation marker soluble Thrombormodulin,
presented with higher LBP mean (+ SEM) concentrations (33.3 + 1.7 vs. 28.7 +
0.9 ug/mL, p = 0.025) than patients with other profiles. Our data are consistent with
the hypothesis that the immune activation profiles we described are the result of different
eticlogical factors. We propose a model, where particular causes of immune activation,
as microbial translocation, drive particular immune activation profiles responsible for
particular comorbidities.

Keywords: bacterial translocation, cell activation, inflammation, coagulation, endoethelium
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INTRODUCTION

Immune activation plays a major role during HIV-1 infection.
In the short term, it is the main driver of CD4 T-cell loss
(1). In the long term, it fuels non-AIDS-linked morbidities
such as atherothrombosis, osteoporosis, metabolic syndrome,
neurocognitive disorders, liver steatosis, kidney failure, frailty,
and certain types of cancer, even under antiretroviral therapy
(ART) (2). These diseases are responsible for over §0% of deaths
among virologic responders (3). It is therefore of major interest
to better understand the causes and the phenotypes of this
immune activation, as well as the pathophysiological mechanisms
resulting in its consequences.

Via cell-surface and scluble markers, we recently analyzed the
state of activation ofthe immune system in 120 efficiently treated
HIV-1 patients. Using two independent hierarchical clustering
analyses, we identified five patient groups characterized by
very different immune activation profiles {4). This cbservation
highlights the fact that virological responders do not all present
with the same types of immune activation. It is notable that
one of these five immune activation profiles was strongly
linked to insulin resistance (Odds Ratio 17.06 [95% CI 2.14-
135.60], p = 0.007). These findings provoke the interesting
possibility that certain immune activation profiles might lead
to specific comorbidities. It is also logical to hypothesize that
these immune activation profiles might be the consequences of
specific causes. Various causes of immune activation have been
unveiled, including residual viral production, coinfections, CD4
T-cell lymphopenia, immune senescence, metabolism disorders,
CD4 T-cell subset deregulation, and microbial translocation
{(5). In a given virologic responder, some of these causes may
prevail. For instance, microbial translocation is present in some
individuals but not in others (6). Likewise, some patients have
restored their CD4 count, whereas others have not. In addition,
the level of persistent HIV production is also variable among
virologic responders.

Microbial translocation is the passage of microbes and/or
microbial products from the gut lumen into the organism in
absence of bacteremia. It has been recognized as a potential
source of immune activation in HIV infection (7). It is caused by
the conjunction of physical destruction (8) and loose junctions
(9) of the epithelium and immunclogical (CD4 T-cell, and
particularly Th17 lymphopenia (10), neutrophil accumulation)
{(11) lesions of the gut mucosa. It may be noted that some
degree of mucosa alteration and microbial translocation may
persist under efficient ART (6). Various biomarkers are used
to evaluate microbial translocation. Lipopolysaccharide (LPS)
and bacterial DNA peripheral blood concentrations are direct
markers. LPS-binding protein (LBP) (12) and soluble CD14
(sCD14), the production of which is induced by the presence of
LPS, are indirect markers. Intestinal fatty acid binding protein
{I-FABP), released by damaged gut epithelial cells, is a marker
of epithelium destruction (13). More recently, dysbiosis, an
imbalance in bacterial taxa, has been described in the microbiota
of HIV patients, linked to microbial translocation and immune
activation (14-16). Yet, this dysbiosis might be more linked to
sexual preference than to HIV infection (17), and its role as a

cause and/or a consequence of immune dysregulation remains
vet to be clarified.

In the present study, to test the hypothesis that some
causes of immune activation might specifically fuel certain
profiles of immune activation, we looked for a link between
microbial translocation and the immune activation profiles that
we identified in virologic responders.

MATERIALS AND METHODS

Study Design

In the previous ACTIVIH trial, we had analyzed 120 HIV-
1 patients over 45 years of age with pre-therapeutic CD4 cell
counts below 350 cells per L. In order to diversify our study
population, we recruited 20 additional adults infected by HIV-
1 without age or CD4 nadir limitations. All individuals were
aviremic (<50 copies per mL) for at least 6 months while under
stable antiretroviral regimen. Pregnant or breastfeeding women,
persons under immunomodulatory treatment or presenting with
diseases likely to modify their immune system were not included.
Fourty-seven HIV-negative control subjects matched for age
were also recruited. This study was approved by the Ethics
Committee of Montpellier University Hospital. All patients had
provided written informed consent. The trial was registered on
Clinical Trials.gov under the reference NCT02334943.

Quantification of Cell Surface and Soluble

Markers

Cell surface markers were analyzed by flow cytometry as
previously described (4). Soluble markers of immune,
endothelial, and coagulation activation were analyzed as
in the ACTIVIH study (4). The 64 markers are listed in
Supplementary Table 1 (4). 165 ribosomal DNA (rDNA) was
quantified by PCR (18). LBP (Enzo Life Sciences) and [-FABP
{Hycult Biotech) were measured in plasma using commercial
ELTSA kits.

TABLE 1| Bioclinical characteristics of the study papulations.

Characteristic Variable Patients Controls
Murnber of individuals 140 47

Age (vears) Mean (+ S0 56+ 9) 56+ 13)
% CD44 T cal Mean (+ S0 493 (£ 11.4) FA

CD4 Count (cell/mma3) Mean (+ SD) T33 (£ 375 A
CD4/CD8 Ratio Mean (+ 30 1.24 [+ 0.88) FA
Pre-therapeutic nadir Mean (+ S0 198 (+ 119) A

CD4 count (cells/quL)

Pre-therapeutic viremia  Mean (£ SD) 1437216 A

IRNA coplesinl) [+ 9602869)

Years of HIV infection Mean (£ S0) 16 (£ 8) [NA
Months of viral Mean (+ SO0 95 (+ 49) A
slpprassion

WMale sex (%) (%) 113 (81) 23 150
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Statistical Analysis

We used the squared Euclidean distance of scaled data to measure
dissimilarities between patients and the square of (1-(pearson
correlation coefficient)”2) to measure dissimilarities between
markers. The classifications used the Ward method (on the
squared distance) as a metric. The heatmap was generated using
R software. We tested different criteria to choose the number of
clusters, and finally chose five clusters as it was consistent with
the dendrogram structure and gave homogenous and distinct
profiles. We used the Mann-Whitney test to compare patients
and controls, and Profile D with other profiles. The links between
biomarkers were determined by Spearman rank correlations.

RESULTS
Study Subjects

Compared with the first 120 patients we recruited for the
ACTIVIH study, the 20 new patients were younger (50.4 & 12.9
vs. 56.5 & 8.1 years of mean =% SD age, p = 0.054), and presented
with shorter durations of HIV infection (8.9 &£ 7.1 vs. 17.2 &= 7.4
years, p = 0.004), shorter durations of aviremia (56 = 40 vs. 102
=+ 47 months, p < 0.001), and a mean pre-therapeutic CD4 cell

count tending to be higher (239 & 169 vs. 192 & 108 cells per L,
p = 0.112). The bioclinical characteristics of all 140 patients and
of HIV-negative controls are given in Table 1.

Immune Activation Profiling

As previously performed, for the 20 additional patients living
with HIV-1, we determined the proportions of CD4+ and CD8+
T-cells, naive, central memory, and effector memory T-cells,
based on CD45RA and CD27 expression, activated (HLA-DR+
and/or CD38+), exhausted (PD-1+), and senescent (CD57+,
eventually CD27- and CD28-) T-cells. The percentages of
activated (HLA-DR+), dysfunctional (CD56-), and senescent
(CD57+) NK cells were also measured. Immunoglobulin (Ig)G,
IgA, IgM, and soluble CD163 (sCD163) peripheral blood levels
were used as markers of B-cell and monocyte activation,
respectively. It should be noted that sCD14 was not used
as an activation marker, but as a microbial translocation
marker. Inflammation was evaluated via soluble Tumor Necrosis
Factor receptor type I (STNFRI-1) and C-reactive protein
(CRP) concentrations, and endothelium activation was evaluated
via soluble Endothelial Protein C Receptor (sEPCR), soluble

Immune activation markers

FIGURE 1 | Identification of the patient’s immune activation profiles. Heatmap showing the hierarchical clustering of the activation markers (vertical) and of
the patients (horizontal). The five profiles of immune activation issued from the patients clustering (A-E} are indicated.

Patients
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Thrombomodulin (sThrombomodulin), and tissue Plasminogen
Activator (tPA) concentrations in peripheral blood.

In the ACTIVIH study, two independent hierarchical
clustering analyses of the activation markers and of the 120
patients had identified five groups of individuals presenting with
very different profiles of immune activation. We carried out
the same analysis on all 140 patients (Figure 1). Interestingly,
although the 20 additional patients presented with divergent
bioclinical characteristics, this new analysis again identified
five different immune activation profiles. The bioclinical
characteristics of the patients are given according to their
immune activation profile in Table2. Each profile may be
characterized by a specific marker. As compared with the other
patients, patients with Profile A present with a high percentage
of central memory CD8+ T-cells (31 + 13 ws. 22 + 9%,
P < 0.001, Figure 24), and patients with Profile B present with
the lowest CD4:CDS8 ratio (0.64 £ 0.30 vs. 1.29 £ 0.90, p <
0.001, Figure 2B). Profile C patients have the higher percentage
of HLA-DR+ CD4+ T-cells {32 + 15 vs. 19 £ 10%, p <
0.001, Figure 2C), whereas Profile D patients have the higher
percentage of CD8+ T-cells expressing CD38 (53 + 3 vs. 43 +
1%, p = 0.001, Figure 2D)). Finally, Profile E is remarkable for its
elevated proportion of CD38-positive CD4+ T-cells (73 £ 11 vs.
56 +12%, p < 0.001, Figure 2E).

Microbial Translocation Markers

Next, for these 140 patients we measured peripheral blood
mean (SEM) levels of tDNA, LBP, sCD14, and [-FABP. Plasma
concentrations of rDNA (16.6 + 2.0 vs. 9.9 £ 0.9 copies/puL,
p < 0.001, Figure 2F), LBP (29.2 + 0.8 vs. 16.0 + 1.0 pg/mlL,
p < 0.001, Figure2G), and sCD14 (3.41 £ 0.09 vs. 1.65 +
0.02 pg/mL, p < 0.001, Figure 2H) were significantly higher,
whereas [-FABP concentrations (470 &+ 39 vs. 333 £ 46 pg/mlL,
p = 0.557, Figure 2I) were non-significantly higher in HIV
patients than in HIV-negative controls matched for age. In our
search for correlations between microbial translocation markers,
we observed alink between rDNA and LBP (r= 0.279, p < 0.001,
Figure 2]), and an almost significant link between sCD14 and
[-FABP (# = 0.153, p = 0.071, Figure 2K).

Relationships Between Microbial
Translocation and Immune Activation

Markers

Asmicrobial translocation has been linked to immune activation,
we looked for correlations between the microbial translocation
and the immune activation markers we had quantified. This
analysis revealed that the direct marker of microbial translocation
rDNA was linked to CD8+ T-cell exhaustion (r = 0.253,
p = 0.003, Figure 21.) and to the endothelium activation marker
sThrombomodulin (r = 0.239, p = 0.004, Figure 2M). The
indirect marker of microbial translocation LBP was not only
linked to CD8+ T-cell exhaustion (r = 0.226, p = 0.008,
Figure 2N), but also to sThrombomodulin (r = 0.278, p =
0.002, Figure 20), the inflammation marker CRP (r = 0.204,
p = 0.017, Figure 2P) as well. The other indirect marker of
microbial translocation, sCD14, correlated with the expression of
the immune activation marker HLA-DR on CD4+ T-cells (r =
0.187, p = 0.028, Figure 2Q).

Microbial Translocation Is Linked to a

Specific Immune Activation Profile

Next, we analyzed whether the levels of microbial translocation
were similar among the five immune activation profiles
identified. Compared with the other patients, we observed that
patients with Profile D presented a non-significant higher mean
(£SEM) rDNA levels (29 4+ 10 vs. 14 £ 1 copies/|LL, p = 0.589).
Their sCD14 (3.7 £ 0.2 vs. 3.3 £ 0.1 pg/mL, p = 0.102) and I-
FABP (564 £ 85 vs. 410 £ 36 pg/mL, p = 0.067, Figure 3A)
concentrations also tended to be higher. Moreover, their LBP
levels were significantly higher (33.3 + 1.7 vs. 28.7 + 0.9 pg/mlL,
p = 0.025, Figure 3B), with an odds ratio (OR) per unit increase
in LBP of 1.05 (95% CI, 1.01-1.11, p = 0.034).

Patients with Profile I were younger than the other patients
(52 £ 7 vs. 57 £ 9 years, p = 0.003). A multivariate analysis,
adjusted with age as a covariate, still revealed their risk of higher
LBP (OR per unit increase in LBP of 1.06, 95% CI, 1.01-1.11, p
= 0.030). Their CD4 nadir (148 4+ 108 vs. 163 + 104 cells/pL,
p = 0.501) and duration of aviremia (85 £ 45 vs. 100 £ 49
months, p = 0.188) were not different. Although their CD8+

TABLE 2 | Bioclinical characteristics of the paricipants according to their immune activation profile.

Characteristic Variable Profile A Profile B Profile C Profile D Profile E
Murnber of individuals 56 13 37 25 g

Age (years) Mean (+ SD) 57 (+9) 57 (+ 8) 59 (+11) B2+ 7) B4 (+4)
% CD44 T cel Mean (+ S0 488 (£ 11.7) 385 (+107) 47.3 (£ 10.8) 53.2 [+ 9.6) 63,4 (+ 11.6)
D4 Count (call/imm®) Mean (£ SD) 606 (+ 279) 800 (£ 344) G678 (£ 280) 731 (£ 301) 1567 (£ 451)
CD4/CDE Ratio Mean (+ SD) 1.17 (£ 0.67) 0.64 (+ 0.30) 1.08 (+ 0.53) 1.38 (+ 0.61) 2.64 1+ 2387
Pre-therapeutic nadir CD4 Mean (+ SD) 148 (4 112) 147 (4 83) 180 (+ 98) 148 (4 108) 201 [+ 93)
caunt (cellsqul)

Pre-therapeutic viremia Mean (+ S0 2,774,841 148,346 4592 278 1,130,285 447 255
[RNA copies/ml) [+15,256,275) (+ 151,297) [+ 1,835 761) [+ 2,941 405) [+ 503,358)
Years of HIV infection Mean (+ SD) 15 (+7) 20(+ 6) 17 (+ 8) 14 (+9) 16 (+7)
Months of viral suppression Mean (+ S0 96 [+ 44) 81 (+ 43) 114 (+ £8) 85 [+ 45) 99 (+ 44)
Wale sex N 1%) 48 (85) 12 (92) 31(83) 18(71) 5 (B5)
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T-cells expressed higher levels of the activation marker CD38
(Figure 2D) they expressed lower levels of the senescence marker
CD57 (23 £ 3 vs. 34 £ 1%, p < 0.001, Figure 3C) than the rest of
the patients. Profile D was also remarkable because of a high level
of mean (£SEM) sThrombomodulin (117 £ 13 vs. 89 & 5 ng/mL,
p = 0.030, Figure 3D).

DISCUSSION

We had previously described five different immune activation
profiles in 120 patients with a mean age of 58 years, a mean pre-
therapeutic CD4 count of 192 cells per L, and a mean duration
of infection of 17 years. It was important to assess whether

A P <0.001

FFL T

Profile: A ] c ] 3

%CD8+ T colis COMSRAL DT+

p<0.001

(9]
o

T4 HLA-DR+

R
H"'
-
4

P <0.001

%T4 CO28e
3

Profile: ¢ A 8 ] 3 Profile: o A 8 c € Profile: € A 8 c o
F 130, p<0.001 8 o1, p<0001 H " p<0001 ! 3020 p=0557
E
| - i - i g
5 ¥ - of
§ " § 20} § * 2 1020| ) Oyt
: - B S
vy Hive v HiVe MV Hive - e
3 s K o L
£ oS, » !Q %
H - = |
£ -~ Gl < £ i
- A e a <
” W\
; AL »n )'l “’
TONA (copimniml)
N rebe ° P re0204 Q =08
pe0008 petoty " peoan
.f‘ Y e §' ; £, i
E 5 * e 3 £ H % s :
P L TAN LA 8 8 3 —
— » - - g bl A ..:
H [ a0 © i3 H 1 o " » 1 ] H H N
WODAe T calls 7The R (mpL) 2CON fmicrogimt)

FIGURE 2 | Characterization of the immune activation profiles (A-E). Differences in the level of various activation markers between each cluster of patients and the
other clusters are shown. Microbial translocation in patients and healthy donors (F-K). Plasma levels of rDNA (F), LBP (G), sCD14 (H), and I-FABP {l) are presented
as mean values and standard deviation; p-values are shown. Correlations between rDNA and LBP {J), and between sCD14 and |-FABP (K) in patients are shown.
Correlations between microbial translocation and immune activation markers in patients (L-Q).
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the same kind of profiles could be found after having added a
divergent group of patients. Here we show that adding to this
cohort 20 younger individuals with a shorter period of infection
and aviremia and a higher CD4 count before ART, did not disrupt
the hierarchical clustering. This observation argues for the fact
that our classification is robust rather than specific for a particular
set of patients. Yet, this remains to be confirmed with a greater
number of patients with a higher diversity.

In the present study, we found
translocation markers in some of the virological responders
we analyzed. Globally, the peripheral blood concentrations of
bacterial DNA and indirect translocation markers (LBP and
sCD14) were higher in infected than in non-infected individuals.
It is important to note that we observed a correlation between
rDNA and LBP. In contrast, we did not establish any relationship
between either tDNA, LBP, sCD14, or I-FABP, and sCD163, an
alternative marker for monocyte activation. This is in line with
a fact we had already unraveled in the ACTIVIH study, that
sCD14 and sCD163 are clustered far apart from each other in the
hierarchical clustering of the activation markers (Figure 1). This
further emphasizes the fact that sCD14 and sCD163 correspond
to different forms of monocyte activation,

We also unveiled links between microbial translocation
markers and some of the immune activation markers we
measured. We noticed a link between the level of circulating
bacterial DNA as well as LBP and CD8+ T-cell exhaustion and

elevated microbial

sThrombomedulin. Thrembomodulin is released from activated
endothelial cells, in the course of sepsis for example (19).
Therefore, sThrombomodulin is considered as an endothelial
activation marker (20). Vascular endothelial cells have been
reported to express the LPS receptor TLR4, particularly under
proatherogenic stimuli (21). Consequently, under LPS exposure,
these cells release the inflammatory cytokines IL-6 and IL-8,
produce TNFo and IL-18 mRNA and express the adhesion
molecules ICAM-1, VCAM, and E-selectin (21, 22). In line
with the hypothesis that microbial translocation might directly
activate endothelial cells, sCD14 has been shown to correlate
with the markers of endovascular dysfunction, symmetric, and
asymmetric dimethylarginine (23).

The main result of our work is the report of a correlation
between the markers of microbial translocation LBP and I-
FABP, and one profile of immune activation. Although our
data do not allow to state that this link is causative, it is
noteworthy that patients with Profile D present high levels of
sThrombomodulin, since microbial translocation is known to
induce endothelial activation (22). This argues for a causative
relationship between microbial translocation and Profile D
immune activation, The link between LBP and Profile D that
we established strengthens the hypothesis that the immune
activation profiles we observed might be fueled by specific causes.
Yet we cannot exclude the possibility that, inversely, Profile D
immune activation favors microbial translocation. For instance,
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we discovered a link between LBP and CRE as previously
observed (24). On the one hand, microbial translocation may
cause inflammation, but on the other hand, inflammation may
increase gut epithelium permeability and thereby microbial
translocation. So there may be a bidirectional link between Profile
D and microbial translocation.

As we have previously shown that a specific immune
activation profile is strongly linked to a pathogenic process,
insulin resistance, the present data have important consequences.
Microbial translocation has been reported to be a driver of
morbi-mertality, including insulin resistance (25}, hypertension
(26), cardiovascular disease (27), neurocognitive disorders (28),
depression (29), liver disease progression (30), and non-Hodgkin
lymphoma (31). Linking microbial translocation to Profile D and,
in the future, eventually linking Profile D to specific morbidities,
will help to specify which comorbidity microbial translocation
may fuel. Early diagnosis of microbial translocation may
then orientate the prevention and screening toward particular
morbidities. Moreover, our observation opens the possibility
to identify the pathophysiological pathways between microbial
translocation and phenotypes of immune activation specific to
Profile D and these phenotypes to comorbidities driven by Profile
D. It will also be of interest to monitor the effect of probiotics and
prebiotics tested in HIV infection (32) on Profile . Furthermore,
the influence of the dysbiosis described in HIV patients on Profile
D will also have to be tested.

From a more general point of view, our observations
may benefit other situations where microbial translocation
occurs, including inflammatory bowel disease, pancreatitis, non-
alcoholic steato-hepatitis, hepatitis B and C virus infection, graft
vs. host disease, alcoholism, and aging. It would be of interest to
study whether the same immune activation phenotype may be
observed in these situations.
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L’ajout de 20 PVVIH plus jeunes, infectés et sous traitement depuis moins longtemps en
movyenne que les patients ACTIVIH a permis de tester la robustesse du modele de profilage
décrit dans ACTIVIH. Cet ajout n’a pas perturbé la classification dans son ensemble, confirmant
la solidité de cette classification ascendante hiérarchique. Depuis ce travail nous avons encore

confirmé cette robustesse sur un total de pres de 300 patients.

L’étude a permis d’établir un lien entre un profil et la translocation microbienne, cause
connue d’activation immunitaire chez les PVVIH avirémique sous cART. Nous supposons plutot
que la translocation microbienne cause ce profil particulier d’activation immunitaire, mais on
ne peut exclure qu’en plus ou a la place de ce lien causal, le schéma inverse soit possible.
Effectivement, l'inflammation entrainée par ['activation immunitaire peut accroitre la

permeéabilité de la barriere intestinale et ainsi la translocation microbienne.
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.  ARTICLE « RESIDUAL VIREMIA IS LINKED TO A SPECIFIC IMMUNE ACTIVATION
PROFILE IN HIV-1-INFECTED ADULTS UNDER EFFICIENT ANTIRETROVIRAL
THERAPY»

Dans cet article nous avons démontré qu’une autre cause d’activation immunitaire chez les
PVVIH, la virémie résiduelle, était liée a un autre profil d’activation immunitaire. A partir de la
méme cohorte de patients et la méme classification que celle développée dans le travail sur la
translocation microbienne (Younas et al. 2019), nous avons établi un lien entre le profil E et le
niveau de virémie résiduelle ainsi que le nombre de virémies détectables transitoirement ou

‘blips’” sur deux ans de ces patients.

Généralement le statut viral des PVVIH peut étre divisé en deux grandes catégories :
virémique et avirémique selon que la charge virale plasmatique du patient est supérieure ou
inférieure au seuil de détection qui, aux CHU de Nimes et de Montpellier est placé a 20 copies
d’ARN VIH/mL. Dans ce travail nous avons étudié plus en détail le statut viral des avirémiques.
La virémie des PVVIH dits avirémiques a donc été précisée. Un patient peut étre en dessous du
seuil de détection mais présenter entre 1 et 20 copies d’ARN viral/mL de plasma : on considere
alors que sa virémie est détectable bien que résiduelle. Ou alors un patient peut ne présenter
aucune molécule d’ARN VIH-1 détectable dans son sang : il a une virémie indétectable. Les blips
guant a eux sont définis comme une augmentation transitoire de la virémie du patient au-
dessus du seuil de détection (ici 20 copies/mL). Cette augmentation n’est pas considérée
comme un signe d’échec virologique tant que la virémie redescend sous le seuil de détection a

la détermination suivante.

Durant les deux années précédant linclusion dans la cohorte, les patients du profil E
présentaient en moyenne une plus grande fréquence de virémie détectable (66.7%) que les
patients d’un autre profil (23.8%). Ces patients du profil E ont également eu plus de blips que

les autres (39.5% contre 21.1%) durant cette période.

Nous avons observé que les patients de ce profil E présentent un haut niveau de LT4 et
particulierement de LT4 activés (présentant le marqueur CD38 a leur surface). La présence de
LT4 CD38+ a encore récemment été associée a la taille du réservoir chez les PVVIH avirémique

sous CART (Song et al. 2020).
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Nous avons également observé une corrélation entre le taux de D-Dimeére présent dans
le plasma des patients au moment de |'étude et le pourcentage de blips observé dans les deux
ans précédents I'étude. Les D-dimeres sont produits lors de la dégradation de la fibrine. Dans
ce profil le taux d’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) présent dans leur plasma était
corrélé au pourcentage de virémies détectées les deux années précédant |'étude (figure 4F).
Le tPA est un marqueur d’activation endothélial jouant un réle clé dans la fibrinolyse : il
empéche la formation de thromboses. Les patients du profil E ont également plus de récepteur
de la protéine C endothéliale (EPCR) soluble dans leur plasma, qui est également un marqueur

d’activation endothélial (Figure 4E)
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Chronic immune activation persists in persons living with HIV-1 even though they are
aviremic under antiretroviral therapy, and fuels comorbidities. In previcus studies, we have
revealed that virclogic respoenders present distinct profiles of immune activation, and that
one of these profiles is related to microhial translocation. In the present work, we tested in
140 HIV-1-infected adults under efficient treatment for a mean duration of eight years
whether low-level viremia might be ancther cause of immune activation. We cbserved that
the frequency of viremia between 1 and 20 HIV-1 BRNA copies/mL (39.5 + 24 7% versus
21.1 + 22.5%, p = 0.033) and transient viremia above 20 HIV-1 RNA copies/mL {15.1
16.9% versus 3.3 + 7.2%, p = 0.005) over the 2 last years was higher in patients with cne
prcfile of immune activation, Profile E, than in the other patients. Profile E, which is different
from the profile related to micrebial translocation with frequent CD38+ CD8+ T cels, is
characterized by a high level of CD4+ T cell (cell surface expression of CD38), monocyte
{plasma concentration of soluble CD14), and endothelium (plasma concentration of
soluble Endethelial Protein C Receptor) activation, whereas the cther profies presented
low CD4:CD8 ratio, elevated proportions of central memory CD8+ T cells or HLA-DR+
CD4+ T cells, respectively. Our data reinforce the hypothesis that varicus etiological
factors shape the form of the immune activation in virclogic responders, resulting in
specific profiles. Given the type of immune activation of Profile E, a petential causal link
between low-level viremia and athercsclercsis should be investigated.

Keywords: low-level viremia, blip, inflammation, virologic responder, endothelium activation, coagulation
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INTRODUCTION

Immune activation (IA)-related comorbidities are becoming a
major concern in aviremic HIV-infected persons under
antiretroviral therapy (ART) (1). For instance, atherosclerosis
has been linked to inflammation and coagulation, interleukin-6
(IL-6) and D-dimer correlating positively with a greater risk of
fatal cardiovascular disease (2), as well as to CD8+ T cell
activation (HLA-DR and CD38 coexpression) (3) and
monocyte (soluble CD163 level and cell surface coexpression
of CD14 and CD16) activation (3, 4). It is therefore important
to better identify the causes of this [A. HIV itself may be one of
these drivers. Although HIV RNA levels are below the detection
level of routine tests in these patients, most of them still
produce low levels of virus, and HIV (glyco)proteins may be
detected in their lymph nodes (5). Many HIV components may
directly activate the innate immune system. For example, gp120
(6) Nef and Vpr (7) have been reported to directly activate
monocytes and macrophages, and gp41 T cells (8). It has also
been reported that HIV RNA induces interferon-o. production
by plasmacytoid dendritic cells via TLR-7 and TLR-9.
Moreover, HIV antigens detected by specific B lymphocytes
and T cells trigger an adaptive immune response. Finally, even a
truncated CD4+ T cell infection may induce caspase-1
activation and IL-1B production in CD4+ T cells (9). In
addition, HIV might also favor other causes of IA (10). Thus,
Nef protein is also known to interact with the adenosine-
triphosphate-binding cassette Al transporter. This interaction
interferes with cholesterol metabolism, and may promote pro-
inflammatory metabolic disorders (11). Likewise, HIV-
mediated IA might promote immune senescence, which is an
additional cause of IA.

Yet authors looking for correlations between residual viremia
and IA markers obtained contradictory results. Some authors
found a link between residual viremia and inflammation (12),
CD4+ T cell activation (13), and monocyte activation (12). By
contrast, other authors did not observe such correlations
(14-17).

Recent data however argue for a role of persistent viral
production in IA. First, in virologic responders, higher levels of
the inflammatory markers C-reactive protein (CRP), Tumor
Necrosis Factor oo (TNFe), IL-6, interferon v (IFNY) and/or the
monocyte activation marker soluble CD14 (sCD14) have been
reported in non-fully adherent patients than in fully adherent
patients (18, 19). Second, in elite controllers, who are aviremic in
the absence of treatment, intermittent bouts of viremia, so-called
blips, are associated with a low CD4/CD8 ratio which is a global
marker of TA (20). Moreover, the initiation of ART in these
patients reduces CD4+ T cell and CD8+ T cell activation in the
blood as well as in the gastrointestinal associated lymphoid
tissues (21). Third, switching from a 3-drug regimen to some
2-drug ART regimens may result in an increase in CD8+ T cell
counts (22, 23).

Knowing whether low-level viremia is a cause of IA is
particularly important at a time when 2-drug regimens rather
than 3-drug ART regimens (24), day-on, day-off schedules (25),

and intermittent four-days-a-week treatments (26) are
being proposed.

In a previous study, we analyzed 64 soluble and cell surface
markers of inflammation and CD4+ and CD8+ T cell, B cell,
monocyte, NK cell, and endothelial activation in 140 adults
under effective ART. A double hierarchical clustering of
patients and markers unveiled that these virologic responders
had 5 different IA profiles (27). The first profile was characterized
by a high percentage of central memory CD8+ T cells, the second
by a low CD4:CD8 ratio, the third by frequent HLA-DR+ CD4+
T cells, and the two last profiles by an elevated proportion of
CD38-expressing CD8+ and CD4+ T cells, respectively. In this
present study, we looked for a link between one of those profiles
and residual viremia.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

This cross-sectional observational study has already been
previously described (27). We recruited 140 HIV-1-infected
adults with CD4 count above 200 cells/ulL. Viremia of all
participants, under stable ART, was below 50 copies per mL for
at least 6 months before inclusion. We also recruited 150 persons
with a mean = SD age of 62 * 4 years in the general population.
Pregnant or breastfeeding women, persons under treatment or
presenting a disease likely to modify the immune system were not
included. Blood samples for immune profiling were collected once
between April 2014 and June 2016. This study was approved by
the Ethics Committee of Montpellier University Hospital. All
patients provided written informed consent. The trial was
registered on ClinicalTrials.gov (NCT02334943).

Immune Activation Markers

Using flow cytometry as previously described (28), we
determined cell surface markers for the differentiation,
activation, senescence, and/for exhaustion of CD4+ T
lymphocytes, CD8+ T lymphocytes, and NK cells. We used
ELISA to quantify soluble TNF receptor I (STNFRI), sCD14
and soluble CD163 (sCD163), tissue Plasminogen Activator
(tPA), soluble Thrombomodulin (sTM), and soluble
Endothelial Protein C Receptor (sEPCR) and, by turbidimetry,
CRP, immunoglobulins (Ig) and D-dimers also as previously
reported (28).

Residual Viremia

HIV-1 RNA plasma level was quantified using the Amplicor
HIV-1 Monitor test (Roche Diagnostic Systems). The test has a
positive threshold of 20 copies/mL, and discriminates samples
containing no detectable copies in ImL from samples containing
1 to 20 copies/mL. We also recorded the percentage of blips,
defined as isolated episodes of viremia > 20 copies/mL, within the
2 years preceding the analysis of the immune profile. The
frequency of detectable viremia and blips over the 2 last years
was determined on 4 to 8§ measurements.
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Statistical Analysis

Fisher's exact test or %2 test was used to compare qualitative
covariates. For quantitative covariates, on one hand, when
comparing two groups (e.g. undetectable vs detectable
viremia), we compared the distributions of covariates using the
Student T-test or the Wilcoxon-Mann-Whitney test as
appropriate. On the other hand, when comparing profiles
together for example (i.e. more than two groups), the
comparison was made wsing Anova or the Kruskal-Wallis H
test as appropriate. Correlations were evaluated by Pearson,
Spearman or Kendall test as appropriate. Normality was
assessed using the Shapiro-Wilk test.

All analyses were performed using R software, version 3.6.1
(R Development Core Team, A Language and Environment for
Statistical Computing, Vienna, Austria, 2016. https://www.R-
project.org/).

Funding Source
Nimes and Montpellier University Hospitals, MSD
and MSDAVENIR.

RESULTS

Study Subjects

HIV-1-infected adults (n = 140), under efficient ART for a mean
(SD) duration of 7.9 (4.1) years, were recruited at the University
Hospitals of Nimes and Montpellier, France. Eighty-one percent
of patients were male, with a mean age of 56 (9) years. Their
pretherapeutic CD4 count and viremia were 199 (119) cells/uL
and 1,4372,216 (9,602,969) HIV RHA copies/mL, respectively.
Their current mean CD4 count was 733 + 375 cells/uL, and their
CD4/CD8 ratio 1.24 (0.88). ART regimens and co-infections are
given in Table 1.

Residual Viremia
In this study population, the frequency of residual viremia (1-
20 copies/mL) at the time of study was 26%. There was no

TABLE 1 | Bioclinical characteristics of the study population.

Characteristics HIV+ Treated
Number of individuals 140
Nuclecside reverse transcriptase inhibitor N (%) 128 ©1)
Non-nuclecside reverse transcriptase inhibitor N (%) 50 (38)
Protease inhibitor N (%) 67 (48)
Integrase inhikitor N (%) 44 (31)
HBs Ag+ N (%) 32
Anti-HBs Ab+ N (%) 81 {(44)
Anti-HBG Ab+ N {36} 54 {39)
HCV ceinfection N (%) B (4)
CMV coinfection N (%) 124 {89)
EBV coinfection N (%) 138 {99)
HAY coinfection N (%) 97 (69)

HEs Ag, Hepatitis B surface antigen; HBe, Hepatitis B core; HCV, Hepalitis C Virus; CMV,
Cytormegalovirus; EBY, Epstain-Bar Virus; HAV, Hepatitis A Virus.

difference, neither in age (56.1 = 8.5 versus 55.9 = 10.1 years,
p = 0.771), daration of infection (14.5 + 8.0 versus 16.8 = 7.7
years, p = 0.168) nor aviremia (7.0 + 3.5 versus 8.3 + 4.2 years,
p = 0.155), nor in pretherapeutic CD4 count (164 + 110 versus
159 + 103 cells/mL, p = 0.980) nor pretherapeutic viremia
(4,782,630 + 20,381,332 versus 530,006 + 1,733,809 copies/
mL, p = 0.831) between patients with detectable and
undetectable viremia, respectively. Likewise, no link could be
established between residual viremia and the use of nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (p = 0.999), non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (p = 0.999), protease inhibitors
(p = 0.969), or integrase inhibitors (p = 0.900).

The percentage of samples with detectable viremia (1-20
HIV-1 RNA copies/mL) or blips (isolated viremia > 20 HIV-1
RNA copies/mL) during the two years preceding the study was
available for 135 out of 140 participants. These percentages of
samples with detectable viremia (47.1 £ 21.0% versus 19.0 =
21.0%, p < 10°*, Figure 1A) and blips (9.8 + 11.5% versus 2.1 +
5.9%, p < 10°*, Figure 1B) were higher in patients with detectable
viremia than in patients with undetectable viremia at the time of
the study.

Relationships Between Residual Viremia
and Biomarkers

We determined the numbers and percentages of the following
subpopulations: (i) activated (HLA-DR+ and/or CD38+),
exhausted (PD-1+4), senescent (CD57+, eventually CD27- and
CD28-), naive (CD45RA+CD27+), central and effector
(CD45RA-CD27+ and CD45RA-CD27-, respectively) memory
CD4+ and CD8+ T cells, (ii) activated (HLA-DR+),
dysfunctional (CD56-), and senescent (CD57+) NK cells.
Monocyte activation was evaluated by measuring sCD14 and
sCD163, and B cell activation by measuring IgM, IgG, and IgA
levels. Inflammation was monitored by quantifying sTNFRI and
CRP. tPA, sTM, and sEPCR were used as markers of
endothelium activation, and D-dimers were used as an
indicator of fibrinolysis.

We compared residual viremia and blip frequency, ie. for
each participant, the frequency where the participant displayed
low-level viremia or blips during the two last years with each one
of these markers. The only link we revealed was with D-dimers.
Patients with 1-20 HIV-1 RNA copies at the time of the study
presented higher D-dimer levels than patients with undetectable
viremia (n = 119, 708 + 841 versus 411 + 535 ng/mlL, p = 0.015,
Figure 1C). Moreover, there was a correlation between blip
frequency over the two last years and D-dimer levels (n = 119,
Kendall coefficient = 0.190, p = 0.009, Figure 1D). Looking for
correlations between D-dimers and patient characteristics as well
as other markers, we observed links between the coagulation
marker, participant age (r = 0295, p = 0.001, Figure 2A),
pretherapeutic CD4 count (r = -0.182, p = 0.046, Figure 2B),
the inflammation markers CRP (r = 0.364, p < 107, Figure 2C)
and sTNFRI (r = 0.293, p = 0.001, Figure 2D), the monocyte
activation marker sCD163 (r = 0.253, p = 0.005, Figure 2E), and
the endothelial activation marker sEPCR (r = 0.265, p = 0.003,
Figure 2F).
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FIGURE 1 | Correlations between low-level viremia, blips, and D-dimer plasma levels. Difference for each participant in the frequency where the participant displayed
low-level viremia (A) cr blips (B) over the two last years between participants with or without current detectable viremia. Differance in circulating D-dimer
concentrations between participants with or without current detectable viremia. Statistical analyses were performed using a Mann-Whitney test {C). Correlation
between the frequency of blips over the two last years and D-dimer plasma levels. Statistical analysis was performed using Kendall correlation (D).

Residual Viremia Over Time Is Related to a
Specific Inmune Activation Profile
We previously reported that two independent hierarchical clustering
analyses of the activation markers for the 140 patients had identified 5
groups of individuals presenting different IA profiles (Profiles A to E).
Duration of infection and aviremia, nadir CD4, pretherapeutic viral
load and CD4:CD8 ratio, as well as age were not different between
Profile E and the other Profiles (27). There was differences neither in
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (p = 0.565), non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (p = 0.999), protease inhibitor (p =
0.165), nor in integrase inhibitor (0.999) usage between Profile E and
the other profiles. The only difference was a tendency to a higher
proportion of females in Profile E (p =0.061) (27). Yet, the frequency
of detectable viremia (p = 0.999) or blips (p = 0.278) during the two
years were not different between males and females (data not shown).
Interestingly, one of these profiles, Profile D, was linked to
microbial translocation (27). We reasoned that another IA

profile could be linked to another cause of 1A, residual viral
production. To test this hypothesis, we compared the frequency
of residual viremia and the occurrence of blips over time between
the IA profiles. Detectable viremia at the time of the study was
more frequent in patients with Profile E than in the other
patients (66.7% versus 23.8%, p = 0.011, Figure 3A). The
frequency of detectable viremia over the 2 last years was also
higher in Profile E patients than in patients with other profiles
(395 + 24.7% versus 21.1 + 22.5%, p = 0.033, Figure 3B).
Likewise, previous blip frequency was higher in Profile E patients
than in the patients with other profiles (15.1 £ 16.9% versus 3.3 +
7.2%, p = 0.005, Figure 3C).

Characterization of the Immune Activation
Profile Related to Residual Viremia

No difference in duration of infection (p = 0.191) and of viral
suppression (p = 0.285), in pretherapeutic viremia (p = 0.881) or
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CD4 count (0.285), and in age (p = 0.138) was observed between
Profile E patients and patients with other profiles (data not
shown). Compared with the other patients, Profile E patients had
higher CD4 counts (1567 + 451 versus 669 + 288 cells/mL, p <
107 Figure 4A) and CD4:CD8 ratios (2.79 + 2.48 versus 1.14 +
0.57, p < 0.001, Figure 4B). They also presented higher levels of
sCD14 (3.76 + 0.50 versus 3.37 + 1.08 mg/mL, p = 0.030, Figure
4C) and higher percentages of CD38-positive CD4+ T-cells
(73.1 + 11.4% versus 55.9 + 12.4%, p < 10™, Figure 4D)
compared with the other patients. Profile E was also characterized
by a high level of the endothelium activation marker sEPCR (18 +

12% versus 10 + 8%, p = 0.035, Figure 4E). Moreover, in Profile E
patients there was a strong link between frequency of detectable
viremia over the 2 last years and another endothelium activation
marker, tPA (r = 0.687, p = 0.006, Figure 4F).

DISCUSSION

It is logical to assume that residual viremia should fuel
immune activation in virological responders. Yet, although
some authors have indeed found a link between low-level
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viremia and IA (12, 13), others have not (14-17). This
discrepancy might be due to differences in the size and/or
bioclinical characteristics of the populations under study, as
well as the actual definition of residual viremia. ITere, we show
that the frequency of detectable HIV-1 RNA and blips over a
period of 2 years is associated with a specific profile of IA,
Profile E. There may be two explanations for why we observed
such a correlation whereas other authors had failed to identify
iL. First, a 24-month follow-up of viral load is more sensitive
than a single measurement. Second, our two-step approach,
consisting of clustering IA profiles in the patient population
and thereafter looking for correlations between each of
these profiles and residual viremia, may have unveiled links
which would have been hidden in searches for such links in the
global population. For instance, in our study, whereas high
sCD14 levels and percentages of CD4+ T cells expressing
CD38 characterize Profile E, these markers are not associated
with residual viremia when taking into account the
140 participants.

The high circulating concentrations of sCD14 that we
observed in Profile E patients is in line with the link between
this IA marker and residual viremia reported by other authors
(12). This link might be explained by the fact that the presence of

viral componenls within the gul-associaled lymphoid lissues

might be responsible for local inflammation and thereby an
increase in gut permeability facilitating microbial translocation
(29). This could thus be a first argument in favor of a causal link
between residual viremia and Profile E.

Previously, CD4+ T cell activation has also been found to be
associated with residual viremia (13). Here again, it may be the
presence of viral components that trigger this form of IA.
Indeed, gp4l has been reported to interact with the T cell
receplor and Lo facililate thereby T lymphocyle activation (#).
Moreover, Doitsh et al. observed that the presence of I[TTV DNA
in CD4+ T cell provokes inflammasome activation, even
though the viral life cycle is truncated (9). Consequently,
CD4+ T cell activation in Profile E patients may be induced
by the presence of the virus.

Compared with the other TA profiles, Profile E is also
characterized by a high level of sEPCR. sEPCR results from the
cleavage of the external portion of the protein C receptor on the
surface of endothelial cells activated by thrombin, TNFe, [L-1 or
endotoxins (30). An increase in sEPCR has already been reported
in HIV infection (31, 32). A decrease in sEPCR under 48-week
ART has even been correlated with HIV RNA changes (32). This
is in line with the hypothesis that the presence of HIV may
provoke EPCR cleavage, and further argues for a model in which
Profile E is the consequence of residual viral production.
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One consequence of our results is that we now know that
residual viremia should be sought in patients with increased
proportions of CD38+CD4+ T cell, sCD14 and/or sEPCR.
Moreover, in these patients, potential causes of this residual
viremia, e.g., non-optimal adherence to treatment or partial
resistance to the current antiretroviral regimen, should also
be investigated.

Globally, the present data support the idea that, depending on
the etiological factor at work, microbial translocation for Profile
D patients (27) and residual viremia for Profile E patients
(present study), virologic responders develop a particular IA
profile. As we have also established that a specific TA profile may

be related to a specific comorbidily, insulin resistance (28), we
propose a model in which a cause of [A may fuel an IA profile
that may favor an IA-related morbidity. To further test this
hypothesis, tissue evaluation of the IA, particularly in secondary
lymphoid organs, and functional assays would be necessary.
According to this model, the fact that we have shown that
residual viremia is associated with a marker of monocyte
activation (sCD14), two markers of endothelial activation
(sEPCR and tPA), and a marker of coagulation (D-dimer),
three forms of activation known to favor atherothrombosis
(33-35), should encourage us to search for a link between
residual viremia and atherosclerosis.
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Alors que la translocation microbienne est une cause reconnue d’activation immunitaire
chez le PVVIH avirémique (Sandler et Douek 2012), la virémie résiduelle est encore discutée
comme étiologie. Cette question est importante puisque I'on cherche aujourd’hui a alléger la
trithérapie des PVVIH (Moreno et al. 2019). Jusque-la, pour la grande majorité des patients,
méme apres des dizaines d’années de traitement l'arrét total de thérapie entraine une

augmentation de la charge virale (S. Taylor et al. 2007).

Ce qui a été démontré c’est qu’il existait des liens fort entre I'athérosclérose et certains
marqueurs d’activation endothéliale (tPA, sEPCR) et de coagulation (D-dimeére) (Steins et al.
1999; Ireland et al. 2005; Engelberger et al. 2015). Nous avons trouvé un lien entre un profil
d’activation immunitaire et la virémie résiduelle et nous avons également remarqué des liens
entre ce profil et un haut niveau des marqueurs d’activation (tPA, sEPCR et CRP). L'étape
suivante consisterait a mieux comprendre les liens entre la virémie résiduelle et
I'athérosclérose, qui est une conséquence de l'activation immunitaire chez les PVVIH sous

traitement efficace (Younas et al. 2016).

Le modele que nous testons est celui de différentes causes d’activation immunitaire
entrainant de facon plus ou moins spécifique I'établissement de différents profils d’activation
immunitaire, lesquels profils d’activation immunitaire entraineraient de fagon plus ou moins
spécifique certaines comorbidités. A terme, notre idéal serait de proposer des profils simples a
établir grace a quelques marqueurs distincts et spécifiques. Nous travaillons donc au
perfectionnement de ce profilage en ajoutant un nombre conséquent de patients : presque
300 a ce jour ont été profilés par Mehwish Younas, Renaud Cezar ou moi-méme ces dernieres
années avec un suivi sur plusieurs années de ceux-ci. L'ajout de ces patients a permis de refaire
un classification hiérarchique ascendante des patients en fonction de leurs marqueurs
d’activation immunitaire plus robuste encore. Elle nous a permis d’identifier que certains profils
présentaient plus de troubles neurocognitifs que les autres. Nous cherchons également
actuellement des liens entre certains de ces profils d’activation immunitaire et la fragilité chez

des PPVIH de plus de 70 ans.

L'intérét potentiel de ce travail est multiple :
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Mieux comprendre comment certaines causes d’activation immunitaire faconnent
certains profils d’activation immunitaire et comment certains profils d’activation
immunitaire favoriseraient certaines comorbidités

Faire un diagnostic étiologique d’activation immunitaire chez chaque patient, ce qui
pourrait orienter un traitement étiologique

Identifier des signatures simples permettant en routine d’identifier le profil d’activation
immunitaire d’un patient ce qui pourrait guider le dépistage et la prévention de
comorbidités

Identifier des facteurs immunologiques jouant un réle clef dans le développement de
morbidités facilitées par I'activation immunitaire qui pourraient étre des cibles

thérapeutiques.
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(1. ARTICLE « IDENTIFICATION OF DISTINCT IMMUNE ACTIVATION PROFILES IN
ADULT HUMANS »

Apres avoir réussi a distinguer différents profils d’activation immunitaire chez les PVVIH
sous cART efficace et avoir commencé a caractériser certains profils, I'idée que des profils
distincts soient également présents dans la population générale a été tres vite envisagée.
Certaines causes d’activation immunitaire chez les PVVIH comme la sénescence cellulaire, la
translocation microbienne ou la présence latente de pathogénes sont également observées
dans la population générale. Par exemple, I'infection par des herpes virus humains est trés
fréquente allant a plus de 90% de séroprévalence chez I'adulte pour I'herpésvirus humain 6
(Zaravinos, Bizakis, et Spandidos 2009). La translocation microbienne est également source de

débat quant a son implication dans les cas de diabetes de type 2 (Jensen et Marette 2020).

Une étude a donc été mise en place au centre de sécurité social de Nimes ou 150
personnes volontaires dgées de 55 a 70 ans ont donné leur accord pour participer a cette
cohorte. Un point a souligner est le contexte socio-économique précaire des personnes ayant
accepté d’entrer dans cette étude qui est un biais de sélection quant a leur santé générale. De
la méme maniere que pour I'étude ACTIVIH, 48 marqueurs d’activation immunitaire ont été
analysés a la surface cellulaire des PBMC et dans le plasma des personnes incluses. Tous ces
marqueurs ont été utilisés pour effectuer une classification ascendante hiérarchique des
personnes incluses dans la cohorte, comme dans I’étude ACTIVIH. La classification a donné cing

profils d’activation.
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Identification of distinct immune
activation profiles in adult humans

Renaud Cezar®1% Audrey Winter®1% Delphine Desigavd?, Manvela Pastore?,
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Latent infectious agents, microbial translocation, some metabolites and immune cell subpopulations,
as well as senescence modulate the level and quality of activation of our immune system. Here,

we tested whether various in vivo immune activation profiles may be distinguished in a general
population. We measured 43 markers of immune activation by 8-color flow cytometry and ELISA in
150 adults, and performed a double hierarchical clustering of biomarkers and volunteers. We identified
five different immune activation profiles. Profile 1 had a high proportion of naive T cells. By contrast,
Profiles 2 and 3 had an elevated percentage of terminally differentiated and of senescent CD4+T

cells and CD8+T cells, respectively. The fourth profile was characterized by NK cell activation, and

the last profile, Profile 5, by a high proportion of monocytes. In search for etiologic factors that could
determine these profiles, we observed a high frequency of naive Treg cells in Profile 1, contrasting with
a tendency to a low percentage of Treg cells in Profiles 2 and 3. Mcreover, Profile 5 tended tc have a
high level of 16s ribosomal DNA, a direct marker of microbial translocation. These data are compatible
with a model in which specific causes, as the frequency of Treg or the level of microbial translecation,
shape specific profiles of immune activation. It will be of interest to analyze whether some of these
profiles drive preferentially some morbidities known to be fueled by immune activation, as insulin
resistance, atherothrombosis or liver steatosis.

Persistent immune activation (IA) fuels major chronic morbidities, including insulin resistance, metabolic syn-
drome, diabetes, atherothrombosis, neurocognitive disorders or liver steatosis. A model for [A is HIV-1 infection
under efficient combined antiretroviral therapy. In people living with HIV-1, the immune system remains poten-
tially activated, even if viral replication is controled by the treatment’. To better characterize IA in this model,
we previously measured a series of cell-surface and soluble markers, in 120 efficiently treated HIV patients. A
hierarchical clustering analysis identified 5 different IA profiles in these people’. To test whether the IA profiles
were robust rather than specific to the 120 patients we had analyzed, we recruited 20 more HIV patients with
divergent bioclinical characteristics, and performed the hierarchical clustering analysis again®. Once more, we
observed 5 different IA profiles in these 140 HIV patients. We also analyzed the possibility that these [A profiles
were the consequence of different causes. In favour of this model, we found alink between microbial transloca-
tion and one of the IA profiles®.

The general population, particularly in old age, shares many of the causes of [A with people living with HIV-1.
First, we all harbour infectious agents that trigger our immune system®. Second, there is a low level of microbial
translocation in each individual that increases over time®. Third, metabolic disorders that may stimulate the
immune system also increase with age®. Fourth, as with any senescent cell, immune cells in aging individuals
release factors responsible for IA%. And last, the efficiency of Treg cells, a CD4+ T cell subpopulation whose
function is to downregulate TA, decreases over time®. Therefore, we reasoned that a more general population
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might also present with different A profiles driven by these various etiologic factors. To test this hypothesis,
we looked in the present study for the presence of distinct IA profiles in a general population, and for potential
etiologic factors linked to these profiles.

Materials and methods

Study design. We recruited 150 adults over 55 years and below 70 years of age, affiliated to the French
Social Security system who volunteered for a free health checkup at a Social Security Center in Nimes, France.
Pregnant women, people under immunomodulatory treatment or with diseases likely to modify their immune
system were not included. This study was approved by the French Ethics Committee Sud Est I'V. All methods
were carried out in accordance with the French guidelines and regulations. All individuals had provided written
informed consent. The trial was registered on Clinical Trials.gov under the reference NCT04028882.

Flow cytometry. Monoclonal antibodies conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoeryth-
rin (PE), energy-coupled dye (ECD), PE-Cyanine5.5 (PC5.5), PE-Cyanine7 (PC7), allophycocyanine (APC),
APCAlexa700, or APCAlexa750 were purchased from Beckman Coulter (Villepinte, France). The antibodies
were used in the following combinations; CD57-FITC/CD279-PE/CD45RA-ECD/CD28-PC5.5/CD27-PC7/
CD8-APC/CD4-APCAlexa700/CD3-APCAlexa750,  CD20-FITC/CD38-PE/HLADR-PC7/CD8-APC/CD4-
APCAlexa700/CD3-APCAlexa750, CD57-FITC/CD14-PE/CD56-PC5.5/HLADR-PC7/CD16-APC/CD3-
APCAlexa750, CD4-FITC/CD45RA-ECD/CD25-PC7/FoxP3-APC/CD127-APC750. Whole blood collected in
EDTA tubes was stained within one hour for 10 mn at room temperature in the dark with the cocktail of anti-
bodies and fixed using Immunoprep Reagent kit (Beckman Coulter) according to the manufacturer’s protocol.

For Treg quantification, cells were first fixed with Reagent 1 of the IntraPrep Permeabilization kit (Beckman
Coulter) in the dark, and then stained with the CD4-FITC/CD45RA-ECD/CD25-PC7/CD127-APC750 cocktail
of antibodies. Secondly, cells were permeabilized and an anti-FoxP3-APC antibody was added. Finally, red blood
cells were lysed using Reagent 2. After one hour, cells were washed with Reagent 3.

Cells were run on a Navios flow cytometer and results were analyzed by using Kaluza® software (Beckman
Coulter). A minimum of 20,000 lymphocytes were gated to analyze the subpopulations. We controled the inter-
run variability with the same batch of Rainbow 8-peak beads (Beckman Coulter). During the study, no voltage
adjustment was necessary to keep the beads into their respective defined targets.

Soluble immunologic markers in peripheral blood. ELISA was used to quantify soluble TNF recep-
tor I (sTNFRI), soluble CD14 and soluble CD163 (sCD163) (Quantikine, R&D systems, Rennes, France), as
well as tissue Plasminogen Activator (tPA) and soluble Endothelial Protein C Receptor (sEPCR) (Asserachrom,
Stago, Asniéres-sur-Seine, France) in plasma collected in EDTA Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Le Pont-
de-Claix, France) and frozen. C-Reactive Protein (CRP) and immunoglobulins (Ig) were measured by turbidim-
etry in plasma collected by the same way. 16s ribosomal bacterial DNA was measured in plasma by quantitative
PCR as previously described’.

Statistical analysis.  All data were standardized before statistical analysis. Next, a visual assessment of the
possibility to cluster the data was made using principal component analysis, and also by seeking a cluster struc-
ture in the distance matrix. Next, the Hopkins statistic was calculated, with a value of 1 indicating the highest
possibility to cluster the data®. Second, we determined the optimal number of clusters using several indexes (e.g..
Silhouette’, Gap statistic'’). The majority rule was used to determine the optimal number of clusters. Third, we
performed two hierarchical clustering analyses. One clustering analysis was carried for volunteers, using the
Euclidian distance to measure the distance between individuals and the other one for markers, using 1-abs (cor-
relation) as a distance. For both of them, Ward’s minimum variance method was used as a linkage method. We
then generated a heatmap using the classification of volunteers and markers. We evaluated the appropriateness
of the classification through an internal validation test. We used two indexes, based on compactness and separa-
tion, (i) the silhouette width which varies between — 1 and 1 representing a wrong and perfect classification’,
respectively, and (i) the Dunn index which varies from 0 to infinity and should be maximized'"%. In addition, to
analyze the significance of the hierarchical dassification, we performed a permutation test on volunteer groups.
To this aim, we computed the ratio between between-group and within-group variability in the true groups
using the Ida function of the MASS package (MASS_7.3-51.6) of the R software (R version 4.0.2 (2020-06-22)).
This function computes the singular values, which give the ratio of the between- and within-group standard
deviations on the linear discriminant variables. Their squares are the canonical F-statistics. The sum of all singu-
lar values provides the global ratio among between-group and within-group variability. In parallel we generated
random groups by permutation of group labels. We repeated the permutation 1000 times and visualized their
distribution compared to the ratic obtained from true groups.

In order to characterize each immune profile, a V-test was calculated'?. The bigger the absolute value of the
V-test s, the more characteristic the variable is. All analyses were performed using version 3.6.1 R software (R
Development Core Team, A Language and Environment for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2016. https
/Fwww.R-project.org/).

We used the Mann-Whitney test to compare markers and IA profiles. The links between biomarkers were
determined by Spearman rank correlations.
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Figure 1. Examples of flow cytometry staining of monocytes (A), CD4+ T cells including Treg cells (B),
CD8+ T cells (B), and NK cells (C).

Results

Different immune activation profiles may be distinguished in adults. We recruited 74 (19%)
women and 76 (51%) men with a mean+SD age of 62 +4 years. We determined the proportions of CD4+and
CD8+T cells, of naive (CD27+CD45RA+), central memory (CD27+CD45RA-), effector memory (CD27-
CD45RA-), and terminally differentiated T cells (CD27-CD45RA+), activated (HLA-DR+ and/or CD38+),
exhausted (PD-1+), and senescent (CD57+, eventually CD27- and CD28-) T cells. The percentages of activated
(HLA-DR+), dysfunctional (CD56-), and senescent (CD57+) NK cells were also measured. For monocytes, we
quantified the classical (CD14hiCD16lo), intermediate (CD14hiCD16+), and alternative CD14loCD16hi) sub-
populations. Examples of our gating strategy are shown in Fig. 1. IgG, IgA, IgM, and sCD163 peripheral blood
levels were used as markers of B-cell and monocyte activation, respectively. Inflammation was evaluated via
sTNFRI and CRP concentrations, and endothelium activation via sEPCR and tPA concentrations in peripheral
blood.

For both markers and individuals, a clustering tendency was observed (Hopkins statistics: 0.68 and 0.73,
respectively). We performed two independent hierarchical clustering analyses, one for the activation mark-
ers and another one for the volunteers. The number of clusters chosen for markers and donors were 2 and 5,
respectively, as they corresponded to the results obtained with the majority of the indexes we tested. Thus, the
analysis of volunteers identified 5 groups of individuals presenting with different IA profiles (Fig. 2). Concern-
ing the internal validation step, the Dunn index and the silhouette width were 0.26 and 0.06 for individuals, and
0.39 and 0.12 for markers, respectively. To show that the groups identified by hierarchical classification reflect a
true structure of the data, we generated random groups of the same size as the true ones. The within-group and
between-group variability allow to investigate the quality of clusters, as “good” clusters are compact (individuals
in the same group have similar properties, reflected in a low within-group variability) and far from each other
(individuals in different groups present distinct profiles, reflected in high between-group variability). Hence,
random groups, or data with no defined clusters, would show a lower ratio between between-group and within-
group variability. The distribution of the ratio of the between- and within-group standard deviations on the linear
discriminant variables is represented in the Fig. 3. The histogram shows that the between/within ratio is much
better for the real groups as the “best” random group exhibits a much lower ratio. Indeed, the median values
for the random groups is 15.22 (minimum, 12.04 and maximum, 18.92), whereas it is 42.85 for the true groups,
identified by the hierarchical classification (p<0.001). Next, we computed a Principal Component Analysis of
the volunteers (Fig. 4).
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Figure 2. Individuals have different immune activation profiles. Heatmap showing the hierarchical clustering
of activation markers (vertical) and volunteers according to their immune activation profile (horizontal). Each
immune activation profile is indicated.

Characterization of the immune activation profiles ebserved. The age, sex, and ethnicity of the
individuals are given according to their IA profile in Table 1. There are gender differences in the immune acti-
vation profiles (p<0.001). For each profile, we compared each marker mean with the overall mean, using the
V-test (Table 2}. Each profile may be characterized by specific markers, comparatively to other profiles. Thus,
individuals with Profile 1 had a high mean (£ SD} percentage of naive CD4+T cells (551 12 versus 37 + 14,
p<107*, Fig. 5A) and naive CD8+T cells (53 +12 versus 31 +12, p< 107, Fig. 5B) contrasting with a low fre-
quency of terminally differentiated (1 + 1 versus 3+ 6, p< 104, Fig. 5C) and CD57+ senescent {2+ 2 versus 7 £9,
p< 107, Fig. 5D) CD4+ T cells, as well as of terminally differentiated (12 + 8 versus 27 + 18, p< 107, Fig. 5E) and
senescent (17 +10 versus 34+ 16, p< 107, Fig. 5F) CD8+ T cells. Profiles 2 and 3 were at the opposite end of the
spectrum. Profile 2 was characterized by an elevated percentage of terminally differentiated (9 +11 versus 2 +3,
p< 107, Fig. 5C) and CD57+ senescent (19 +12 versus 4 + 4, p< 1074, Fig. 5D) CD4+ T cells. In Profile 3, it is the
CD8+T cells that were more terminally differentiated (41 + 12 versus 16+ 14, p< 104, Fig. 5E), and senescent
(45+12 versus 24 + 14, p< 1074, Fig. 5F). Profile 4 presented a high proportion of activated NK cells {23 + 13
versus 1411, p< 104, Fig. 5G). Finally, a high proportion of monocytes (41 + 33 versus 9+ 4, p=0.018, Fig. 5H)
was noteworthy in Profile 5.

Links between immune activation profiles and etiologic factors. In Humans, various factors may
be responsible for chronic immune activation. Thus, for instance, a deficiency in the mechanisms responsible
for downregulating IA may be responsible for an overactivity of the immune system. Microbial translocation,
the entry into our organism of microbial products originating from our microbiota, is another potential cause
of TA. In a given individual, only some of these etiologic factors may be at work, e.g., immune dysregulation, but
not microbial translocation. Therefore, we tested the hypothesis that the IA profiles that we unraveled might be
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Figure 3. Analyse of the quality of the hierarchical clustering of the volunteers by permutation test.
Distribution of the ratio between-group standard deviations: within-group standard deviations for the random
groups (grey bars) and the true groups (red line).

fueled by specific causes. To this aim, we searched for correlations between potential etiologic factors and each
profile. Treg is a CD4+ T cell subpopulation playing a major role in IA downregulation '“. Therefore, we meas-
ured the proportions and numbers of total Treg (CD4+ CD25+ FOXP3+ CD127l0), naive Treg (CD4+ CD25+
FOXP3+ CD45RA+CD127lo), and memory Treg, activated (CD4+CD25hiFOXP3hiCD45RA-CD1271o) or not
(CD4+CD25+FOXP3+CD45RA-CD127l0) in each individual. As compared with the other profiles, Profile 1,
characterized by a low level of differentiated and senescent T cells, had a high percentage of naive Treg (6.6 +4.4
versus 5.3+ 5.0, p=0.017, Fig. 6A), a reservoir of cells able to inhibit IA. Moreover, this percentage was linked
to the propaortions of naive CD4+T cells (r=0.190, p=0.022, Fig. 6B) and of naive CD8+'T cells (r=0.248,
p=0.003, Fig. 6C) in the whole population. By centrast, Profiles 2 and 3, characterized by a high level of dif-
ferentiated and senescent T cells, tended to have a low percentage of Treg (5.4+ 1.8 versus 5.9+ 1.9, p=0.080,
Fig. 6D), in comparison with Profiles 1, 4, and 5. In addition, this percentage was negatively correlated with
the proportions of terminally differentiated (r=-0.242, p=0.003, Fig. 6E) and senescent (r=-0.197, p=0.017,
Fig. 6F) CD4+ T cells in the whole population.

Another potential cause of IA is the intensity of microbial translocation which increases with age®. A direct
marker of microbial translocation is the presence of bacterial DNA in the circulation quantified by PCR targeting
conserved sequences of the 16s ribosomal gene (rDNA). Strikingly, we observed a high, although not significant,
level of rDNA in Profile 5 people (45 +59 versus 14+ 13 copies/mL, p=0.242, Fig. 6G), comparatively to the
other volunteers.

Discussion

In this study, we have shown that various TA proﬁlcs may be distinguished using an unsupervised learning
method in a population of adults volunteering for a health checkup. We revealed 5 distinct IA profiles that may
be characterized according to their levels of CD4+ T cell, CD8+ T cell, NK cell and monocyte frequency, activa-
tion, and/or differentiation. One profile, Profile 1, has the lowest level of differentiated and senescent T cells, of
activated NK cells, and the lowest percentage of monocytes. It may therefore be considered as the less activated
profile. Of note, it is the group with the highest percentage of women. Profiles 2 and 3 are remarkable by their
reduced percentages of naive T cells and their elevated percentages of differentiated and senescent T cells. These
profiles may therefore be considered as the T cell activated profiles. In Profile 4 it is the NK cells that are activated,
and in Profile 5 it is the frequency of circulating monocytes that is noteworthy.
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Figure 4. Subjects’ map resulting from principal component analysis.

Profile 1 Profile 2 Profile 3 Profile 4 Profile 5
Ch istic | Variabl All profiles | (N=43) (N=22) (N=39) (N=41) (N=5)
Age Mean (SD) | 617 (4.3) 614 (4.6) 618(48) 62.8(4.3) 61.2(3.8) 610 (2.1)
f,::;ale % 48 57 23 59 39 20
L % 52 33 77 41 51 80
ﬁ‘f}r‘]'é‘a“:'y % 8 10 14 10 2 0
pstiny % 92 90 86 90 98 100

aucasian

Table 1. Volunteers characteristics.

A second finding of this study is that some of these IA profiles are linked to potential causes of IA. Thus, Profile
5 individuals, characterized by a high frequency of peripheral blood monocytes, have a high circulating bacterial
DNA load. Yet, the difference in rDNA level between Profile 5 and the other profiles was not significant, probably
due to the small number of participants with this Profile (n=5). Yet, this link between microbial translocation
and the frequency of circulationg monocytes is in line with the observation that bacterial products may boost
monopoiesis via TLR signaling"®. Profiles 2 and 3 which are particular because of their high degree of CD4+ T
cell and CD8+ T cell differentiation and senescence, tend to have low percentages of Treg. As Treg are known Lo
interrupt the process of T cell activation'®, these low Treg levels might participate in the increased T cell differ-
entiation and senescence specific to these profiles. This hypothesis is supported by our observation of an inverse
correlation between the percentage of Treg cells on one hand, and of differentiated and senescent CD4+ T cells
on the other hand. Conversely, the high percentage of naive Treg cells in Profile 1 may al least partly explain the
low level of T cell differentiation and senescence in that profile.
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Profile Variable Mean (SD) in profile | Overall mean (SD) [ V-test
Percentage of T8 naive 53.52(12.38) 37.19(16.2) 7.8
Percentage of T4 naive 54.82(11L.7) 41.86 (15.87) 6.32
Percentage of T8 senescent CD57+ 16.72{10.01) 29.26 (16.42) -5.91
Percentage of T4 CD38 62.22(13.3) 50.82 (15.71) 561
Percentage of T8 HLA-DR+ 27.12(13.01) 39.5(17.48) —548
Percentage of T8 senescent CD57+CD28— 13.71(8.91) 24.65 (16.03) -5.28
Percentage of T8 senescent CD57+CD28-CD27- 9.76 (6.98) 19.93 (15.68) - 5.02
Percentage of T8 terminally differentiated 12.06 (8.21) 22.98(17.32) —4.88
Percentage of T4 effector memory 6.06 (2.97) 11.47 (9.16) —4.58
Percentage of T4 HLA-DR+ 9.61(4.63) 15.9(11.06) —44
Percentage of T8 CD38+ 37.54 (13.11) 29.94 (13.49) 136
Percentage of T8 effector memory 542 (2.87) 934 (7.17) -4.23
Percentage of T4 72.88(9.32) 66.77 (11.54) 4.1
Percentage of T4 senescent CD57+ 1.96 (2.25) 5.88 (7.87) - 3.86
Percentage of T8 23.4(8.33) 2845(10.16) —3.85
Percentage of T4 senescent CD'57+CD28— 1.14 (1.77) 3.83(5.81) —3.58
Percentage of T4 senescent CD57+CD28-CD27- 0.99(1.69) 3.61{5.8) -35
Percentage of T4 central memory 38.3(9.66) 43.62(11.86) — 347
Percentage of NK CD57+ 42.16 (14.66) 4921(16.36) _333
Percentage of NK HLA-DR+ 11.58 {10.63) 16.55{12.11) -3.18
Percentage of NK CD56— 9,55 (6.17) 164 (17.15) ~3.09

Profile 1 Percentage of T8 CD38+HLA-DR+ 8.37 (4.69) 11.63 (8.79) — 2.87
Percentage of T4 CD38+HLA-DR+ 3.92(1.54) 5.36(3.98) —2.81
Percentage of T4 terminally differentiated 0.82 (1.43) 2.75(5.37) - 277
Percentage of classical monocytes CD14hiCD16lo 83.32 (6.84) 79.9(14.37) 1.84
Percentage of monocytes 7.6(2.84) 9.67 (9.06) -1.77
IgM 1.09{0.53) 1.26 {0.73) -175
SEPCR 126.89 (69.32) 146.45 (89.39) 169
Percentage of T4 exhausted CD279+ 8.72 (4.94) 10.57 (8.83) - 162
sCD163 625.84 (287.63) 683.64 (283.54) -1.58
Percentage of alternative monocytes CD14loCD16hi 4.64(3.1) 5.53 (4.84) - 143
CRP 2.16(2.49) 2.83 (3.68) - 141
sTNFRI 1.48 (0.26) 1.55{0.39) -139
sCD14 1708.43 (204.85) 1657.59 (298.19) 1.32
Iga 232(1) 2.5(1.15) -127
Percentage of intermediate monocytes CD14hiCD16+ 9.09 (4.63) 9.99 (6.73) - 1.04
tPA 9.75(4.93) 10.51 {6.09) ~ 056
Percentage of T8 central memory 28.99 (10.49) 30.51 (12.69) - 0.92
Lymphocytes 1838.49 (556.16) 1904.7 (593.2) - 0.86
Percentage of T8 CD38hi 2.8(2.05) 2,66 (2.79) 0.41
Percentage of T8 exhausted CD279+ 16.24 (10.09) 15.93 (12.13) 0.2
IgG 9.91(2.07) 9.93 (2.07) -0.07
Percentage of NK 8.21(5.89) 8.22(5.34) - 0.02
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Profile Variable Mean (SD) in profile | Overall mean (SD) [ V-test
Percentage of T4 senescent CD57+ 18.76(12.2) 5.88(7.87) 828
Percentage of T4 senescent CD57+CD28— 13.03 (8.45) 3.83(5.81) 8.01
Percentage of T4 senescent CD57+CD28-CD27- 12.6 (8.73) 3.61(5.8) 7.85
Percentage of T4 effector memory 23.87(13.55) 11.47 (9.16) 6.85
Percentage of T4 terminally differentiated 8.87 (10.58) 2.75(5.37) 578
Percentage of T4 naive 24.9 (14.44) 41.86 (15.87) — 541
Percentage of T4 CD38+ 34.39(12.73) 50.82 (15.71) - 5.29
Percentage of T4 exhausted CD279+ 19.29(17.63) 10.57 (8.83) 5
sCD163 940.28 (397.75) 683.64 (283.54) 4.58
IgA 3.39(1.95) 2.5(L15) 39
Percentage of T8 naive 24.93 (8.32) 37.19(16.2) —-3.83
Percentage of T8 effector memory 14.74 (9.67) 934 (7.17) 3.81
Percentage of T8 CD38+ 2143 (9.64) 29.94 (13.49) -3.19
Percentage of T4 HLA-DR+ 22.51 (11.26) 15.9¢11.06) 3.03
Percentage of T8 terminally differentiated 32.35(18.21) 22.98(17.32) 2.74
Percentage of T4 60.9 (10.24) 66.77(11.54) - 2.57
tPA 13.58 (6.24) 10.51(6.09) 2.55
Percentage of T8 HLA-DR+ 4789 (18.53) 39.5(17.48) 243
Percentage of T8 3322 (10.96) 2845(10.16) 237
Percentage of T8 senescent CD57+ 36.86(16.98) 29.26(16.42) 234
Lymphocytes 2179.32 (763.19) 1904.7 (593.2) 234

Profile2 |IsG 10.74 (2.16) 9.93 (2.07) 1.98
Percentage of T8 exhausted CD279+ 20.62 (18.36) 15.93(12.13) 1.96
Percentage of T8 senescent CD57+CD28-CD27- 25.94 (17.09) 19.93(15.68) 1.94
Percentage of alternative monocytes CD14loCD16hi 3.93 (2.58) 5.53 (4.84) - 167
Percentage of NK CD57+ 54.4 (15.15) 49.21{16.36) 1.6
Percentage of T8 senescent CDS7+CD 28— 29.67 (17.09) 24.65(16.03) 1.58
STNFRI 167 (0.42) 1.55 (0.39) 1.57
Percentage of dassical monocytes CD14hiCD16lo 84.32 (7.23) 79.9 (14.37) 1.55
Percentage of T4 central memory 40.32 (15.23) 43.62 (11.86) - 141
sCD14 1725.62 (274.65) 1657.59 (298.19) 1.15
Percentage of T8 CD38hi 2.06(1.83) 2,66 (2.79) - 109
Percentage of T8 central memory 28.14 (12.79) 30.51(12.69) - 0.95
Percentage of intermediate monocytes CD14hiCD16+ 9.08 (6.7) 9.99 (£.73) - 0.69
Percentage of T4 CD38+HLA-DR+ 4.99(2.1) 5.36(3.98) — 047
Percentage of NK CD 56— 14.85(12) 16.4 (17.15) — 046
TgM 132(0.77) 1.26 (0.73) 0.43
Percentage of T8 CD38+HLA-DR+ 10.94 (6.19) 11.63 (8.79) - 04
Percentage of NK HLA-DR+ 17.48 (12.22) 16.55{12.11) 0.39
Percentage of monocytes 10.23 (6.9) 9.67 (9.06) 0.31
CRP 3.01(3.65) 2.83 (3.68) 0.26
Percentage of NK 8(4.58) 8.22(5.34) -0.21
sEPCR 148.49 (81.15) 146.45(89.39) 0.12

Continued

Scientific Reports |  {2020) 10:20824 | https:/{doi.orgf10.1038/541598-020-77707-6 nature research




Résultats

www.nature.com/scientificreports/

Profile Variable Mean (SD) in profile | Overall mean (SD) [ V-test
Percentage of T8 terminally differentiated 41.34(12.49) 22.98 (17.32) 7.67
Percentage of T8 senescent CD57+CD28-CD27- 36.46(12.84) 19.93 (15.68) 7.63
Percentage of T8 senescent CD57+CD28— 41.04{11.73) 24.65 (16.03) 74
Percentage of T8 senescent CD57+ 44.89(11.88) 29.26 (16.42) 6.89
Percentage of T8 central memory 20.8 (6.07) 30.51 (12.69) —5.53
Percentage of T4 60.04 (13.06) 66.77 (11.54) —4.22
Percentage of T§ 34.36(10.92) 28.45(10.16) 4.21
Percentage of T8 CD38+HLA-DR+ 16.75(12.82) 11.63 (8.79) 421
Percentage of T8 naive 28 (13.42) 37.19(16.2) —4.11
Percentage of NK CD57+ 56.9(14.01) 49.21 (16.36) 34
Percentage of T8 HLA-DR+ 4684 (18.3) 39.5(17.48) 3.04
Percentage of alternative monocytes CD 1410CD16hi 7.41(6.98) 5.53 {4.84) 2.81
IgM 1.51{0.75) 1.26 (0.73) 2.5
Percentage of T8 exhausted CD279+ 12.34 (9.18) 15.93 (12.13) -2.14
sEPCR 122.18(42.08) 146.45 (89.39) - 196
sCD14 1594.01 (373.68) 1657.59 (298.19) -154
sCD163 624.32(191.54) 683.64 (283.54) -15
Percentage of NK CD56— 12.89(7.33) 164 (17.15) - 148
Percentage of T4 effector memory 13.13 (8.14) 1147 (9.16) 131
CRP 2.17 (2.75) 2.83 (3.68) -1.28
Lymphocytes 2007.18 (531.31) 1904.7 (593.2) 1.25

Profile3 | tPA 9.63 (4.39) 10.51{6.09) -1.04
Percentage of monocytes 8.42 (3.78) 9.67 (9.06) -1
Percentage of NK HLA-DR+ 14.92 (9.6) 16.55(12.11) - 0.97
Igh 2.36(0.75) 2.5(1.15) -0.93
Percentage of T4 exhausted CD279+ 9.69 (5.54) 10.57 (8.83) -0.72
Percentage of T4 CD38+HLA-DR+ 5.75(2.47) 5.36(3.98) 0.7
Percentage of T8 CD38hi 2.92 (4.36) 2.66 (2.79) 0.67
IgG 10.09 {1.97) 9.93 (2.07) 0.56
Percentage of T4 naive 40.68 (13.93) 41.86 (15.87) - 0.54
Percentage of T8 effector memory 9.86(7.72) 9.34(7.17) 0.53
Percentage of T4 terminally differentiated 3.11(3.19) 2.75(537) 0.49
sTNFRI 1.57(0.33) 1.55(0.39) 047
Percentage of T8 CD38+ 30.71(12.99) 29.94(13.49) 041
Percentage of T4 central memory 43.08 (10.12) 43.62 (11.86) - 033
Percentage of T4 senescent CDS7+CD28~ 4.07 (2.91) 3.83(5.81) 0.3
Percentage of T4 senescent CD57+CD28-CD 27— 381(2.9) 3.61(5.8) 0.25
Percentage of dassical monocytes CD14hiCD16lo 79.45(11.29) 79.9(14.37) - 0.23
Percentage of T4 CD38+ 51.29{13.08) 50.82 (15.71) 0.22
Percentage of T4 senescent CD57+ 6.1(3.32) 5,88 (7.87) 0.2
Percentage of intermediate monocytes CD14hiCD 16+ 10.15(6.31) 9.99 (6.73) 0.17
Percentage of T4 HLA-DR+ 1576 (6.71) 15.9(11.06) -0.09
Percentage of NK 8.17(5.42) 8.22(5.34) - 0.07
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Profile Variable Mean (SD) in profile | Overall mean (SD) [ V-test
Percentage of T8 central memory 42.14(10.29) 30.51 (12.69) 6.86
Percentage of T4 central memory 51.7(9.52) 43.62 (11.86) 51
Percentage of T8 terminally differentiated 12.58 (8.44) 22.98(17.32) —-4.5
Percentage of NK HLA-DR+ 22.92(13.49) 16.55 (12.11) 3.94
Percentage of T8 senescent CD57+CD28-CD27— 12.05(8.37) 19.93 (15.68) - 3.76
sEPCR 187.69 (127.81) 146.45 (89.39) 345
Percentage of T4 senescent CDS57+CD28— 1.32(2.19) 3.83(5.81) —-3.24
Percentage of T4 senescent CD57+CD28-CD27- 116 (2.17) 3.601{5.8) - 316
Percentage of T8 senescent CD57+CD28— 18.37(11.17) 24.65 (16.03) - 293
Percentage of T4 senescent CD57+ 2.83 (2.54) 5.88(7.37) -29
Lymphocytes 1704.27 (539) 1904.7 (593.2) - 253
Percentage of T4 terminally differentiated 1.01(1.82) 2.75(537) - 242
Percentage of T8 senescent CD57+ 24.16(11.32) 29.26 (16.42) - 232
Percentage of NK CD56— 21.7 (20.08) 164 (17.15) 232
CRP 3.92(513) 2.83 (3.68) 2.23
Percentage of T4 effector memory 8.93 (3.47) 1147 (9.16) —2.08
Percentage of T§ 2583 (6.88) 2845(10.16) - 193
Percentage of T4 69.68 (8.17) 66.77(11.54) 1.89
Percentage of intermediate monocytes CD 14hiCD16+ 11.61(8.2) 9.99 (6.73) 1.8
Percentage of T8 CD38+ 26.9(12.4) 29.94(13.49) - 1.69
Percentage of T4 naive 38.36 (10.86) 41.86(15.87) - 1.65

Profiled |[IgG 9.54 2.08) 9.93 (2.07) -141
Percentage of T4 exhausted CD279+ 8.92 (4.47) 10.57 (8.83) -14
IgA 2.31{0.78) 2.5(1.15) -127
Percentage of T4 CD38+ 48,55 (12.48) 50.82(15.71) - 108
Percentage of T8 CD38+HLA-DR+ 10.41 {6.3) 11.63(8.79) -1.04
Percentage of NK 8.9(5.15) 8.22 (5.34) 0.95
Percentage of T8 naive 35.64 (11.54) 37.19{(16.2) -0.72
IgM 1.19 (0.86) 1.26 (0.73) —0.67
Percentage of monocytes 8.9(4.19) 9.67 (9.06) —0.64
Percentage of NK CD57+ 50.54 (12.77) 49.21{16.36) 0.61
sCD14 1634.07 (315.53) 1657.59 (2956.19) - 059
Percentage of T4 CD38+HLA-DR+ 5.07(1.91) 5.36(3.98) - 0.56
Percentage of T8 HLA-DR+ 40.59(12.26) 39.5(17.48) 047
Percentage of alternative monocytes CD14loCD16hi 5.82(4.17) 5.53 (4.84) 0.46
Percentage of T4 HLA-DR+ 15.31 {5.43) 15.9 (11.06) — 039
sCD163 671.56 (216.79) 683.64(283.54) -032
Percentage of T8 effector memory 9.64(6.14) 9.34(7.17) 0.31
tPA 10.71 (7.88) 10.51 {6.09) 0.25
Percentage of classical monocytes CD14hiCD 16lo 80.24 (10.75) 79.9 (14.37) 0.18
Percentage of T8 exhausted CD279+ 16.2 (12.07) 15.93 (12.13) 0.17
Percentage of T6 CD38hi 2.72(2.06) 2,66 (2.79) 0.1s
sTNFRI 1.54(0.52} 1.55(0.39) -0.14
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Profile Variable Mean (SD) in profile | Overall mean (SD) [ V-test
Percentage of monocytes 41.04 (33.36) 9.67 {9.06) 7.85
Percentage of T4 CD38+HLA-DR+ 18.86(13.95) 5.36(3.98) 7.68
Percentage of dassical monocytes CD14hiCD16lo 31.83(37.9) 79.9(14.37) -7.58
Percentage of NK CD56- 65.91 (35.69) 16.4(17.15) 6.54
Percentage of T4 HLA-DR+ 46.66(33.09) 15.9(11.06) 6.3
Percentage of NK CD57+ 16.1(19.1) 49.21 (16.36) —4.59
Percentage of NK 4.23 (4.07) 8.22(5.34) -17
IgG 8.48 (1.54) 9.93(2.07) - 158
Percentage of T4 CD38+ 40.04 (14.8) 50.82 (15.71) - 156
Percentage of T8 CD38+ 20.92(11.12) 29.94 (13.49) - 152
Percentage of alternative monocytes CD 14loCD16hi 3.16 (5.94) 5.53(4.84) -111
Percentage of T8 effector memory 12.76 (6.82) 934 (7.17) 1.08
IgA 2.99 (1.28) 2.5(1.15) 0.95
Percentage of T8 CD38hi 1.55(0.92) 2.66 (2.79) -09
IgM 0.97 {0.24) 1.26 (0.73) -09
Percentage of intermediate monocytes CD 14hiCD16+ 7.37(11.31) 9.99 (6.73) — (.88
Percentage of T8 senescent CD 57+ 23.5(12.51) 29.26(16.42) - 0.79
Lymphocytes 2110 (431.86) 1904.7 (593.2) 0.78
Percentage of T8 central memory 34.27(13.99) 30.51(12.69) 0.67
Percentage of T8 terminally differentiated 17.9(18.36) 22.98(17.32) - 0.67
tPA 8.76 (6.84) 10.51(6.09) —0.65

Profile5 | CRP 3.86 (3.34) 2.83 (3.68) 0.64
Percentage of T8 senescent CD57+CD 28— 20.29 (13.26) 24.65(16.03) - 0.62
Percentage of T4 senescent CD57+CD28-CD27- 5.14 (10.52) 3.61{5.8) 0.6
Percentage of T4 senescent CD57+CD 28— 5.26 (10.51) 3.83(5.81) 0.56
sCD163 613.39(191.72) 683.64 (283.54) —0.56
Percentage of T4 exhausted CD279+ 8.51(5.55) 10.57 (8.83) - 0.53
Percentage of T8 senescent CD57+CD28-CD27- 16.71 (14.99) 19.93(15.68) - 0.47
Percentage of CD8& 26,38 (8.14) 2845 (10.16) — 046
Percentage of T8 exhausted CD279+ 18.34 (11.25) 15.93 (12.13) 0.45
Percentage of T8 HLA-DR+ 42.78 (23.01) 39.5(17.48) 0.43
sTNFRI 148(0.3) 1.55(0.39) - 041
Percentage of T4 terminally differentiated 3.68(7.41) 2.75(537) 0.4
sCD14 1610(228.56) 1657.59 (296.19) - 03¢
Percentage of T4 68.56 (9.39) 66.77 (11.54) 0.35
Percentage of T4 central memory 41.9(11.33) 43.62 ({11.86) - 033
Percentage of T8 naive 35.08 (14.41) 37.19(16.2) -03
Percentage of T8 CD38+HLA-DR+ 12.73 (9.87) 11.63 (8.79) 0.28
sEPCR 156.75 (70.83) 146.45(89.39) 0.26
Percentage of T4 naive 43.03 (17.31) 41.86 (15.87) 0.17
Percentage of NK HLA-DR+ 15.72 (8.84) 16.55¢12.11) -01¢6
Percentage of T4 senescent CD57+ 6.3(11.33) 5.88 (7.87) 0.12
Percentage of T4 effector memory 11.38 (8.06) 11.47 (9.16) - 0.02

Table 2. Description of the immune activation profiles using the V-test. Markers are presented from the most

to the least characteristic by profile.
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Figure 5. IA profiles are characterized by specific markers. Differences in the level of various activation markers
between volunteers with Profile 1 (A,B), 2 (C,D), 3 (E,F), 4 (G), and 5 (H), and the other profiles.

One of the limitations of our study is that it is cross-sectional, highlighting only correlations. Further analysis
is needed to definitively establish causative links between etiologic factors and IA profiles. Also, additional etio-
logic factors, different from the one we tested, could shape the 1A profiles, as for instance the genetic background
and the clinical history. Moreover, the stability over time of IA profiles has to be verified. Our study is also limited
by the technology we used. Thus, we did not test the functionality of the various immune cell subpopulations we
analyzed. The immune phenotyping could also be more precise by using single-cell transcriptomics analysis, high
dimensional flow cytometry or CyTOFE. On the other hand, our ultimate goal is to identify a simple signature
of easily measurable markers characteristic of immune activation profiles that could fuel immune activation-
induced morbidities. This goal may be achievable in routine with the tools we used.

Globally, we show that different IA profiles may be distinguished in a general population, and that some of
these profiles are linked to potential etiologic factors such as Treg frequency and microbial translocation.

We propose a model where in each individual one or a few specific causes of [A shape a specific IA profile. Of
interest, the different IA profiles we describe here may fuel different morbidities among those driven by IA, as
insulin resistance, atherothrombosis or liver steatosis for instance, In this hypothesis, immune profiling might
help to tailor the prevention and the screening of these IA-induced diseases. Moreover, deciphering soluble
immune factors favoring each of these morbidities might open the way to new therapeutic strategies. In the near
future, the immune activation profile of each individual might be identified via a simple signature of a reduced
number of activation markers easily measurable, and this immune activation profile might predict the chronic
morbidiites this individual is at risk of developing.

(2020) 10:20824 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-77707-6 natureresearch
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Figure 6. Tmmune activation Profiles 1, 2, 3, and 5 may be characterized by specific etiologic factors. Naive Treg
frequencies in Profile 1 as compared with the other profiles {A), and correlations with naive CD4+ T cell {B) and
naive CD8+ T cell (C) subpopulations. Treg frequencies in Profiles 2 and 3 comparatively to Profiles 1, 4, and

5 (D), and correlations with terminally differentiated (E) and senescent (F) CD4+ T cells. Circulating bacterial
DNA levels in Profile 5 in comparison with the other profiles (G).
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Chaque profil peut donc se distinguer des autres par un ou plusieurs marqueurs
caractéristiques. (Tableau 2) Les personnes du profil 1 ont un taux de LT naifs plus élevé. Les
personnes du profil 2 ont en moyenne plus de LT4 sénescents que les autres profils tandis que
ceux du profil 3 ont plus de LT8 sénescents. Les personnes du profil 4 sont caractérisées par un
grand nombre de LT mémoire centrale et enfin les personnes du profil 5 ont beaucoup de

monocytes par rapport aux autres profils.
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V. ARTCLE « INSULIN RESISTANCE IS LINKED TO A SPECIFIC PROFILE OF IMMUNE
ACTIVATION IN HUMAN SUBJECTS. »

Dans un second travail a partir de cette méme cohorte de 150 personnes nous avons
décrit plus finement un profil précédemment établi. Le profil 2 présente des caractéristiques
d’insulinorésistance et de syndrome métabolique. En effet, les personnes incluses dans ce profil
ont un plus haut taux d’insulinémie, de triglycéridémie et un HOMA plus élevé a 3.9 en
moyenne contre 2.4 dans les autres profils (Figure 1). Un HOMA élevé est un signe
d’insulinorésistance (Horakova et al. 2019). En plus, les personnes du profil 2 ont un rapport
taille/hanche plus important que les autres profils, signe d’une obésité viscérale (Brook et al.
2001) (Figure 1). Cette caractéristique clinique a encore récemment été soulignée comme
marqueur significatif de risque d’hypertension artérielle, méme chez les personnes avec un IMC
dit normal, dans la cohorte Constance en France (Wiernik et al. 2019). De plus, nous avons
observé des liens entre les différents marqueurs caractéristiques de ce profil 2 (tPA, CRP, IgA,
LT4 sénescent, sCD163 et sSTNF-R1) et I'insulinémie ou le HOMA (Figure 5). L’élévation de sTNF-
R1 est un argument pour un lien causal entre ce profil 2 et la résistance a I'insuline. Enfin, des
liens sont visibles entre des marqueurs de syndrome métabolique (triglycéridémie,
hypertension, niveau de HDL bas et obésité viscérale) et les marqueurs caractéristiques du

profil 2 (Figure 6).

Les PVVIH sous cART ont une activation immunitaire globalement bien plus élevée que
les personnes observées dans METACTIV mais nous avons voulu comparer au sein des cohortes
les caractéristiques immunologiques de chaque profil associé a l'insulinorésistance et ils
présentent des points communs. Le niveau de LT8 naif est plus bas dans ces deux profils
comparés aux autres profils. Ces personnes ont également plus de LT8 activés et plus de sTNFR1

avec des différences a chaque fois plus prononcées pour le profil issu de la cohorte ACTIVIH.
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Insulin resistance is linked
to a specific profile of immune
activation in human subjects

Renaud Cezar?, Delphine Desigaud?, Manuela Pastore?, Lucy Kundura?, Anne-Marie Dupuy®,
Chantal Cognot5, Thierry Vincent®, Christelle Reynes3, Robert Sabatier?, Elisabeth Maggia® &
Pierre Corbeau?7/5%

We tested the hypothesis that a particular immune activation profile might be correlated with
insulin resistance in a general population. By measuring 43 markers of immune, endothelial, and
coagulation activation, we have previously shown that five different immune activation profiles
may be distinguished in 150 volunteers. One of these profiles, Profile 2, characterized by CD4+T

cell senescence, inflammation, monocyte, B cell, and endothelial activation, presented elevated
insulinemia, glycemia, triglyceridemia, and y-glutamyl transferase, a marker of liver injury, in
comparison with other profiles. Our data are compatible with a model in which a particular immune
activation profile might favorthe development of insulin resistance and metabolic syndrome. In this
hypothesis, identification of this profile, that is feasible with only 3 markers with an error rate of 5%,
might allow to personalize the screening and prevention of metabolic syndrome-driven morbidities as
liver steatosis.

Metabolic Syndrome (MetS) is a cluster of bioclinical abnormalities including hypertension, central obesity,
impaired glucose metabolism, hypertriglyceridemia, and low high-density lipoprotein (HDL) cholesterolemia’.
These abnormalities are risk factors for developing cardiovascular disease, nonalcoholic fatty liver, type 2 diabe-
tes, neurocognitive disorders, and death from all causes®. The prevalence of MetS is on the increase worldwide
and affects more than 20% of the global adult population®. A root cause of MetS is insulin resistance (IR)'. It
is therefore of major interest to identify the causes of IR and the biomarkers able to predict its development.

IR is fueled by immune activation (IA). Thus, for instance, the inflammatory cytokines tumor necrosis factor
o (TNFa), interleukin (IL)- 1B, and IL-6 inhibit insulin signaling®. We have recently shown, using 43 cell surface
and soluble markers, that distinct IA profiles may be distinguished by a double hierarchical clustering in 150
people aged 55-69 years who were visiting a health center for routine check-up®. Moreover, some of these profiles
were linked to potential causes of TA as a low level of regulatory T cells, a CD4+ T cell subpopulation able to
downregulate [A, or microbial translocation®.

People living with HIV-1 on efficient antiretroviral therapy present with persistent chronic IA®. We have
previously identified in 120 virologic responders 5 different IA profiles”. Among these profiles, Profile 2, was
linked to IR. One feature of this profile was an elevated plasma levels of soluble TNF receptor I (sTNFRI). As
sTNFRI correlates with TNFa production, and as TNFa induces IR, this is in favor of a causative link between
Profile 2 and IR.

Here we probed whether, in a same way one of the IA Profiles we described in a general population could

also be linked to IR.
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Human Genetics, CNRS-Montpellier University UMRS002, 141 rue de la Cardoenille, 34396 Montpellier Cedex
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Profile 1 Profile 2 Profile 3 Profile 4 Profile 5
Characteristic | Variable All profiles | (N=43) (N=22) (N=39) (N=41) (N=5)
Age Mean (SD} | 61.7(43) | 614 (4.6) 61.8 (4.8) 62.8 (4.3) 61.2 (3.8) 61.0 (2.1}
Sex
Female % 48 7 23 59 39 20
Male % 52 33 77 41 61 80
Ethnicity
African % 8 10 14 10 2 0
Caucasian % 92 90 86 90 98 100
ﬁl"d‘g{Ma” Mean (SD} | 26.6(4.6) 25.6 (4.9) 27.3 (5.00 26.8 (4.0) 27.4(4.9) 25.8 (4.8)
Waist ciroumfer- | yron oy | 88.80(13.3) | 85.5014.2) 93.4 (14.0) 87.6 (10.5) 90.6 (13.3) 90.8 (16.3)
ence (cm)
Female Mean (SD) | 8L5(10.8) |78.2(11.2) 80.6 (9.0) $3.6 (10.9) $3.4 (10.8) 95.0
Male Mean (SD} | 95.5(11.5) | 94.5(11.8) 95.4(10.7) 96.9 (13.1) 94.9(12.3) 91.7 (9.8}
Hip circumfer-
e“f:(‘gr‘l‘)m T | Mean (SDY | 100.5(8.6) | 99.5(8.6) 99.6 (8.7) 1022 (83) 100.6 (8.6) 97.2 (10.2)
Systolic blood
pressure Mean (SD} | 13817) 137 (20) 141 (12) 137 (17) 138 (19) 137 (20
(mmHg)
Diastolic
blood pressure | Mean (SD) 83(10) 81(11) 84 (8) 83 (10) 82 (10) 84 (9)
(mmHg)
Glycemia{mM) | Mean (SD) | 5.58(L17) | 5.54(1.51) 6.16 (1.70) 536 (0.69) 556 (0.82) 540 (0.60)
(Crﬁ‘%“eml Mean (SD) | 224(0.45) | 2.22(0.36) 2.26 (0.55) 2.20(0.53) 2.25(0.42) 231(0.42)
HDL (mM) Mean (SD) | 0.59(0.16) | 0.65(0.20) 0.55(0.14) 0.60(0.13) 0.55(0.13) 0.58(0.13)
LDL (mM) Mean (SD) | 1.42(038) | 1.36 (0.30) 140 (0.45) 1.40(0.43) 1.49(0.39) 149(0.38)
Eﬂ’;midﬁmia Mean (SD) | L19(0.68) |L.12 (0.60) 1.54 (1.03) 1.09 (0.54) 1.15(0.59) 126(0.57)
Insulinemia
(WU Mean (SD} | 10.2(63) | 9.7(5.6) 13.3(9.2) 93 (54) 10.1(5.7) 95(7.3)
aziﬁ;bﬂi“ Number (%) |9 (6%) 4(9%) 3 (14%) 1(3%) 1(2%) o (0%)
Antihyperlipi-
demic therapy | Number (%) | 31 (21%) 6(14%) 8 (36%) 10(26%) 6 (15%) 0(0%)
High blood pres-
sure therapy Number (%) | 36 (24%) 8(19%) 7(32%) 10{26%) 8 (19%) 0 (0%)

Table 1. Patients characteristics.

Results

A specific immune activation profile is linked to insulin resistance and metabolic syn-
drome. We recruited 74 women and 76 men with a mean (+5D) age of 61.7 (+ 4.3) vears. We have previously
shown that 5 different IA profiles may be distinguished in this cohort. Profile 1 is characterized by a high propor-
tion of naive T cells, Profiles 2 and 3 by elevated percentages of terminally differentiated and senescent CD4+
T cells and CD8+ T cells, respectively, Profile 4 by a high proportion of activated NK cells, and Profile 5 by an
increase in the percentage of monocytes®.

We tested to see whether one of the IA profiles we had observed in the 150 subjects we have previously ana-
lyzed was associated with IR and MetS. The levels of the risk factors defining MetS are given in Table 1 for each
IA profile. Compared with the other volunteers, Profile 2 individuals presented higher insulinemia (13.3+9.2
vs 9.7 + 5.6 pU/mL, p=0.016, Fig. 1a), higher homeostatic model assessment (HOMA) (3.9+3.4 vs 2.4+ 1.6,
p=0.014, Fig. 1b), a larger waist/hip circumference (0.93 £0.09 vs 0.87 £0.10, p=0.005, Fig. 1¢), and higher
triglyceridemia (1.5+ 1.0 vs 1.1 £ 0.6 mM, p =0.041, Fig. 1d). Their glycemia (6.2+ 1.7 vs 5.5+ 1.0 mM, p =0.122,
Fig. le) and systolic blood pressure (141 + 12 vs 137 + 18 mmHg, p =0.172, Fig. 1f), were non-significantly higher
than the other volunteers, and their HDL (0.55 £ 0.14 vs 0.60 £ 0.16 mM, p=0.350, Fig. 1g) non-significantly
lower.

In line with these biological data, Profile 2 volunteers were more often treated with antihyperlipidemic drugs
than the other volunteers (36.4 vs 17.2%, p =0.038), as shown in Table 1. Antidiabetic (13.6 vs 4.7%, p=0.128)
and antihypertensive drugs (31.8 vs 20.3%, p=0.229) were non-significantly more often prescribed to Profile 2
individuals than to individuals with another profile.

Characterization of the immune activation profile linked to insulin resistance. As Profile 2 is
associated with IR and MetS markers, we further analyzed the characteristics of this profile. Consistently with
their high proportions of circulating terminally differentiated and senescent CD4+ T cells, people with Pro-
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Figure 1. Profile 2 presents with features of insulin resistance and metabolic syndrome. Profile 2 people have
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Figure 2. Immune characteristics of Profile 2. Differences between the level of various activation markers in
Profile 2 and the other profiles {a-f).

file 2 presented with high proportions of effector memory (24113 vs 91 6%, p< 10 Fig. 2a} and exhausted
(19+ 18 vs 9+ 5%, p=0.008, Fig. 2b) CD4+ T cells than the other participants. In addition, their plasma levels of
sTNFRI (1.7 +0.4 vs 1.5+0.4 mg/L, p=0.057, Fig. 2¢), soluble CD163 (sCD163), a marker of monocyte activa-
tion (940 + 398 vs 639+ 234 ng/mL, p < 10°, Fig. 2d), tissue Plasminogen Activator (tPA), a marker of endothelial
activation (14 +6 vs 10 +6 ng/mL, p=0.006, Fig. 2e), and immunoglobulin (Ig)A (3.4+1.9% vs 2.3+0.9 g/L,
p=0.052, Fig. 2f}, were, or tended to be, also higher than those of the other individuals.

In the hierarchical clustering we have previously performed on all the [A markers, sCD163, tPA, sTNIRI,
and IgA were close’. Accordingly, in the 150 volunteers, sCD163 (r=0.291, p<0.001, Fig. 3a) and tPA (r=0.230,
p=0.005, Fig. 3b) levels correlated with sTNFRI plasma concentrations. sCD163 (r=0.295, p<0.001, Fig. 3c)
and tPA (r=0.344, p < 104, Fig. 3d) also correlated with C-reactive protein (CRP).
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Figure 3. Links between various activation markers in the whele population.

Biomarker selection for Profile 2 signature. Interestingly, using only three markers, the percentage of
senescent (CD57+) CD4+ T cells, the circulating levels of IgA and sCD163, we were able to determine whether
a volunteer presented or not with Profile 2 with an error rate of 5%, a specificity of 99%, and a sensibility of 77%.

The IA profiles linked to insulin resistance in HIV-positive individuals and in the general popu-
lations have similarities. We tested whether the IR-associated [A profile we have just unveiled in the gen-
eral population presented common traits with the IR-associated IA profile we have previously identified in peo-
ple living with HIV-17. Indeed, as compared with the other profiles, HIV-positive Profile 2 was also characterized
by high levels of sTNFRI (1.46£0.31 vs 1.23+0.50 ng/mL, p=0.012, Fig. 4a) and high percentages of effector
memory CD4+ T cells (15.3 +8.1 vs 10.4+ 6.2%, p=0.017, Fig. 4b). Both Profiles 2 presented a low proportion of
naive CD4+ T cells (24.9+ 14.4 vs 44.8 4 14.2%, p< 1074, Fig. 4c and 30.7 £9.6 vs 40.2 1 17.1%, p = 0.039, Fig. 4d
in the general population and in HIV-positive adults, respectively) and a high proportion of activated, HLA-
DR-positive, CD4+ T cells (22.5+11.3 vs 14.8+ 10.7%, p < 107, Fig. 4e and 25.9+7.9 vs 21.7+13.1%, p =0.019,
Fig. 4f, respectively). Likewise, in these Profiles 2 there weas a low percentage of naive CD8+ T cells (24.9 £ 8.3 vs
39.3+16.3%, p< 10, Fig. 4g and 22.8 + 5.8 vs 40.0 + 14.7%, p< 1074, Fig. 4h, respectively) contrasting with a high
percentage of effector memory CD8+ T cells (14.7 +9.7 vs 8.4+ 6.2%, p <1073, Fig. 4i and 10.6 +5.5 vs 7.1 + 5.0%,
p=0.017, Fig. 4j, respectively). Finally, two common characteristics of Profiles 2 were high proportions of HLA-
DR-positive, CD8+ T cells (47.9 + 18.5 vs 38.1+17.0%, p=0.015, Fig. 4k and 71.4 +14.6 vs 52.4+ 17.9%, p< 103,
Fig. 41, respectively} and of senescent, CD57+, CD8+ T cells {36.9 +17.0 vs 27.9 + 16.0%, p = 0.020, Fig. 4m and
48.5+7.1vs 30.4+14.0%, p< 104, Fig 4n, respectively).

Correlations between immune activation and Metabolic Syndrome markers. Next, we sought
links between the characteristics of Profile 2 and markers of IR in the whole population. As a relationship
between CD4+ T cell senescence and IR has been recently reported®, we looked for such a link in our cohort.
We found that the number of senescent CD4+ T cells tended to correlate with insulinemia (r=0.143, p=0.087,
Fig. 5a). In addition, plasma levels of insulinemia correlated with those of sSTNFRI (r=0.217, p=0.008, Fig. 5b)
and of another inflammation marker, CRP (r=0.173, p =0.034, Fig. 5¢). Moreover, insulin concentrations were
also strongly linked to the other soluble markers overexpressed in A Profile 2, sCD163 (r=0.283, p<0.001,
Fig. 5d), tPA (r=0.542, p<107%, Fig. 5e), and IgA (r=0.265, p<0.001, Fig. 5f). The same was true for HOMA
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Figure 4. Common immunological characteristics between the general population Profile 2 and the HIV
patients Profile 2. The expression of each marker in Profile 2 is compared with its expression in the other
profiles.

that correlated with sTNRF1 (r=0.239, p=0.004, Fig. 5g), sCD163 (r=0.276, p<0.001, Fig. 5h), tPA (r=0.593,
p<107% Fig. 5i), and IgA (r=0.264, p=0.001, Fig. 5j).

‘We also looked for links between increased markers in Profile 2 and markers of MetS. Senescent CD4+ T cell
count was linked to triglyceridemia (r=0.202, p=0.015, Fig. 6a) and waist/hip ratio (r=0.182, p =0.029, Fig. 6b).
sTNFRI and tPA correlated with blood pressure, waist/hip ratio, triglyceridemia, and HDL levels (Fig. 6¢—j). IgA
and sCD 163 correlated with blood pressure, waist/hip ratio, and HDL levels (Fig. 6k-p).

IA Profile 2 is linked to high yGT levels. One of the consequences of MetS is liver steatosis’. Liver stea-
tosis is the most common cause of elevated gamma-glutamyltransferase (yGT)®. To test the hypothesis that per-
sons with TA Profile 2 might develop more frequently this disease, we compared yGT levels in the persons who
volunteered for this study according to their IA profile. Individuals with [A Profile 2 presented with higher levels
of YGT than the other individuals (76 + 88 vs 38 +34 UI/L, p=0.007, Fig. 7a). Another potential cause of elevated
serum YGT levels is alcohol consumption, but there was no difference in alcohol use between participants with
Profile 2 and the other participants (6.1 £10.9 vs 8.2+22.1 g, p=0.846, Fig. 7b).

Discussion

In this study, we have shown that one TA profile is clearly linked to some markers of IR and MetS, eventhough
subjects with this profile received antidiabetic, antihyperlipidemic and antihypertensive therapies more often
than the other subjects. This is phenocopying our report of a link between one IA profile and hyperinsulinemia
as well as hypertriglyceridemia in HIV patients”. Of note, both IR-linked IA profiles, in people living with HIV-1
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Figure 5, Links between various activation markers, insulinemia and HOMA in the whole population.

and in a general population, present many common immunological characteristics. 'Lhis is also in line with the
correlation between adipase tissue inflammation and IR reported by many studies'’. Tn particular, macrophage
activation, TNFa overproduction'!, and CD163 shedding'? have been observed in human obese adipose tissue.
Even activaled B cells have been shown in Lhis Lissue®.

strikingly, in this present work we found that the [A profile linked to insulin resistance was characterized by
a high level of sSTNTRI, a finding common to our observation in people living with IITV?. As sSTNTRI is a marker
of TNFa production, and as TNTa inhibits insulin signaling’, both findings argue for a causative link between
TA Profile 2 and insulin resistance.

We also observed that hyperinsulinemia was linked to the levels of circulating sCID163. In the course of
inflammation, CD163 is shed from the surface of monocytes and macrophages by the metalloproteinase TNFa-
converting enzyme (TACE), which is also responsible for the release of TNFa from the surface of immune cells',
Therelore, sCT} 63 is considered as a marker of monocyle and macrophage activity and of TNFa production.
Indeed, TNFa production and sCD163 levels have previously been shown Lo be related’ as we observed here
(Fig. 3a). White adipose tissue (WAT) inflammation and [R are inter-related'®, This WAT inflammation results
in CD163 mRNA overexpression in WAT macrophages'” which correlates with sCD163 blood concentrations'.
Accordingly, sCD163 levels have been reported to belinked to adiposity'®?? on one hand and to [R'5202123-5 g
Lhe other hand. sCD163 has even be idenlified as a prediclive marker ol Lype 2 diabeles in Lhe general population
independently of age or BMI*. 'Thus, the fact that sCID163 levels in Profile 2 are higher than in the other profiles
may be considered as an additional argument for a causative link between Profile 2 and IR.

tPA is released by activated endothelial cells functioning both as a serine protease favoring thrombolysis by
converling plasminogen Lo plasmin and as an inflammatory cylokine®. (PA actlivales NFxB, inducing inflamma-
tory cytokines production, and modulates inflammatory infiltration, particularly macrophage migration, in vari-
ous organs™ ", In line with these proinflammatory properties, tPA levels have been linked to CRP and fibrinogen
levels in another study*!, and to sTNFRI as well as to CRP in the present study (Fig. 3b,d). These characteristics
might explain why tPA is correlated with 1R and predictive for the development of type 2 diabetes™*. 'Lhus, the
high level of tPA in Profile 2 may be interpreted as a third argument for a causative link between Profile 2 and IR.

In addition to monocyte/macrophage and T cell activation, B cell overactivity has been observed in the vis-
ceral adipose lissue (VAT) of obese mice™?® and men'?. Tn VAT, B cell activation induces the production of PNy
and other inflammatory cytokines by ‘1 cells, fueling 1R, 'Lhis aligns with the fact that B cell deficient mice on
a high fat diet show better insulin sensitivity than wild-type mice*. One consequence of this B cell activation
might be an increase in serum IgA levels which has been linked to obesity™™, MetS**, and diabetes™, as we
observed here in Profile 2.

Globally, these data lead to a model where [A Profile 2 favors [R. Yet, it may be argued that conversely, IR
may favor Profile 2. First, IR is responsible for an increase in circulating free fatty acids able to activate hepatic
macrophages and thereby to increase the level of sCD163%, In addition, IR and hyperglycemia cause oxidative
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Figure 6. Links between various activation markers and markers of metabolic syndrome in the whole

population.

stress, TACE activation, and CD163 shedding™. Second, a positive causal effect of IR on tPA has been revealed via
a Mendelian randomization analysis*. This causal effect could be mediated by a defect in endothelium-derived
nitric oxide®®. Third, hyperproduction of IgA might also be a consequence of metabolic disorders, as suggested
by the report that treatment of morbid obesity by adjustable gastric banding leads to reduction in IgA values®!,

Thus, the links between Profile 2 and IR might be bidirectional, resulting in a vicious circle. Whatever the
nature of these links, it would be interesting to test whether Profile 2 is predictive for the establishment of MetS
and for the morbidities it fuels. The combination of activation markers characterizing Profile 2 might then pro-
vide us with a predictive signature. The possibility of reducing the size of this signature to three markers adapts
immune profiling to routine. Last, but not least, deciphering the soluble factors which are overproduced by Profile
2 individuals, and which may cause IR might uncover pathways to pharmacologically target and prevent MetS.

One of the limitation of our work is that our study population is not representative of the general popula-
tion. We recruited adults who volunteered for a free health checkup. Therefore, the majority of these volunteers
were in a precarious socio-economical situation, and overweight. Another limitation is that the present study is
cross-sectional, highlighting only correlations. Further analysis is needed to establish whether there are causative
links between some types of immune activation and IR.
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Figure 7. Profile 2 participants present with high yGT levels {(a) but similar alcohol use (b) as compared with
the other participants.

Globally, we show that onc of the IA profiles observed in a general population is linked to IR, MetS, and
possibly to one consequence of Met§, liver steatosis. Qur findings open the way Lo the identification of markers
prediclive for metabolic syndrome and the morbidilies il drives, and of new causative factors.

Methods

Study design. We have previously described the characteristics of the 150 volunteers we enrolled for this
study®. Pregnant or breastfeeding women, people under immunomodulatory treatment, with cancer, acute
infection, autoimmune or autoinflammatory disease were not included. Fifty-nine percent of these volunteers
were in a precarious socio-economical situation. Our protocol was performed in accordance with the relevant
guidelines and regulations and approved by the French Fthics Commiltee Sud Est TV. All patients had provided
written informed consent. 'Lhe trial was registered on Clinical lrials.gov under the reference NC1'04028882,

Metabolic and immunologic markers in peripheral blood. Blood was callected after cight hours
of fasting on EDTA Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Le Pont-de-Claix, France}, immediately centrifuged
(delay <4 h) and plasma was (rozen at -80 °C on several aliquots until analysis. Insulinemia were measured
using electrochemiluminescence immunocassay “ECLIA” on Cobas e602 analyzer from Roche (Roche diagnos-
tic, Meylan, France) using Roche reagent kits and calibrators. Insulinemia was determined from plasma ali-
quot never thawed. Lower detection limit was 0.2 pU/mL (1.39 pmol/L) and intra-and inter-assay was< 1.5%
and< 5%, respeclively. Blood triglycerides, ITDL, LDL, and lolal cholesterol levels were quanlified on the
Cobas8000/e502% analyzer from serum collected into SST 1I Vacutainer tubes (Becton Dickinson). The deter-
mination of the other markers has been previously described”.

Statistical analysis. We used t-test or Mann-Whitney test to compare markers and [A profiles. ‘Lhe links
between markers were determined by Spearman rank correlations. Fisher test or y? test was used to compare
qualitative covariates.

The R software version R 3.5.1 (July, 2018) was used Lo perform the analysis described in this section. To select
an oplimal number of variables and creale a parsimonious predictive model of the Profile 2, we chose genelic
algorithins (GAs)***. GAs are optimization algorithms, inspired by Charles Darwin’s idea of natural selection.
They provide approximate solutions to complex optimization problems. In a first step, a population of potential
solutions is randomly generated. Then, this population evolves through the iterative application of mutation,
cross-over and selection. The natural selection preferentially preserves the fittest individuals over the successive
generations. An evolutionary algorithm improves the selection over time and allows the best solution to emerge
from the best of prior solutions.

[n our application®*, solutions are subsets (combinations) of the immunclogical markers (the features)
menlioned above. Specifically, the mulation randomly alters a solulion by feature addition, removal or subslitu-
tion. The cross-over randomly combines the features of two solutions. Selection is the only operator increasing
the quality of solutions across generations. It relies on a fitness function (to be optimized) quantifying the solu-
tion quality.

A Linear Discriminant Analysis (LDA)' is applied on cach solution using the R package MASS. 'To avoid
over-fitting a cross-validation is used to evaluate the accuracy. The fitness function uses this accuracy penalized
by the subset size to favor parsimonious solutions. In this goal, we also chose 10 as the maximal size for subsets.
In order to favor solulion robusiness, the genelic algorithm was run four Limes and all solutions of the final gen-
erations were evaluated through 30 runs of independent linear discriminant analysis with 2-fold cross validation.
Solutions were ranked according to their average correct classification rate during the cross-validation process.
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La ou les PVVIH avirémique sous cART ont un activation immunitaire résiduelle visible,
étudiée depuis un moment et comparée bien souvent avec les normes présentes dans la
population générale, nous avons voulu observer ici si méme au sein d’une population donnée,
sans pathologie particuliere, nous pouvions distinguer des profils d’activation et ce fut le cas.
Dans un second temps nous avons observé un lien entre un profil et la résistance a I'insuline,
mais d’autre perspectives peuvent étre envisagées. Certains profils peuvent au contraire étre
particulierement exempt de tout symptdme clinique ou physiologique. Leur profil
immunologique est tout aussi intéressant a suivre puisqu’il peut permettre d’exclure des causes

possibles d’activation.

Ainsi, méme au sein d’une population générale sans pathologie particuliere, nous
pouvons distinguer des profils d’activation immunitaire différents. Cette observation élargit
notre modele de profils d’activation immunitaire sous-tendus par des étiologies spécifiques et

sous-tendant des morbidités spécifiques a la population générale.
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V.  ARTICLE « ANGIOTENSIN I INDUCES REACTIVE OXYGEN SPECIES, DNA DAMAGE,
AND T CELL APOPTOSIS IN SEVERE COVID-19 »

Soumis a PNAS le 14/07/2021

Une lymphopénie est observée chez les personnes développant un COVID-19 modéré a
sévere, sans que les mécanismes en cause ne soient décrits. Nous avons cherché a comprendre
pourqguoi cette lymphopénie était présente. Nous avons recruté 58 personnes positive a un test
PCR de SARS-COV-2. 29 d’entre elle étaient admises au département des maladies infectieuses
du CHU de Nimes parce qu’elles avaient développé des symptdmes de COVID-19 nécessitant
une hospitalisation (« non-ICU » pour « non intensive care unit »). 29 personnes étaient
admises en soins intensifs et avaient besoin d’une assistance respiratoire (« ICU » pour
« intensive care unit »). Nous avons également recruté un groupe de témoins dont 'age et le

sexe correspondaient aux groupes de patients étudiés.

Premierement nous avons observé que les monocytes du groupe de patients « non-
ICU » produisaient spontanément plus de dérivés oxygénés que le groupe de patients ICU et
que le groupe témoin. De plus, parmi les ICU, les patients qui n’ont pas survécu au COVID-19
étaient également ceux qui produisaient le plus de ROS. Précisément, j'ai utilisée le CM-
H2DCFDA comme sonde de détection dans les monocytes, elle détecte globalement le stress
oxydatif dans les cellules en réagissant avec les radicaux peroxyl (ROO (Figure 1).

Nous avons montré que cette production de ROS pouvait induire des dommages a I’ADN
dans les cellules adjacentes et que ces dommages induisaient plus d’apoptose dans les LT
(Figure 2). En plus, les PBMCs de patients présentaient eux-mémes des dommages a I’ADN.
Finalement, nous avons trouvé une forte corrélation entre le niveau de production de ROS des
monocytes et le pourcentage de LT8 en apoptose, mais aussi entre I'importance des Iésions
d’ADN et le nombre de lymphocytes circulant chez ces patients, appuyant I'hypothese d’un lien

entre cette production de ROS et la lymphopénie (Figure 3E et 3F).

Nous nous sommes ensuite demandé quel était le déclencheur de cette production de
ROS. Nous avons émis I’hypothése que I'angiotensine Il pouvait déclencher la production de
ROS dans les monocytes. D’'une part nous avons mesuré la quantité d’angiotensine Il présente
dans le plasma des patients (Figure 4D). Ce sont également les patients du groupe non-ICU qui

ont le plus d’angiotensine Il dans le plasma. D’autre part nous avons observé que I'incubation
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des PBMCs de donneurs sains avec de 'angiotensine Il induisait la production monocytaire de
ROS. De plus, cette production peut étre inhibée avec une molécule anti-AT1R, le Losartan. Ce
mécanisme passe donc par AT+1R. Enfin, nous observons une corrélation entre la concentration
en angiotensine Il présente dans le plasma et d’une part la quantité de ROS mesurée dans les

monocytes et d’autre part la capacité de ces monocytes a induire des dommages a I’ADN.
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Abstract

Lymphopenia is strongly predictive of survival in Coronavirus disease 2019 (COVID-19) patients.
Yet, the cause of a lymphocyte count drop in severe forms of SARS-CoV-2 infection is unknown.
Here, we show that the monocytes of certain COVID-19 patients spontaneously released reactive
oxygen species (ROS) able to induce DNA damage and apoptosis in neighboring cells. Of note,
high ROS production was predictive of death in intensive care unit patients. Accordingly, in most
patients, we observed the presence of DNA damage in up to 50% of their peripheral mononuclear
blood cells, with double-strand DNA breaks, and T-cell apoptosis. Moreover, the intensity of this
DNA damage was linked to lymphopenia. SARS-CoV-2 is known to induce the internalization of
its receptor, Angiotensin Converting Enzyme 2, a protease able to catabolize Angiotensin II.
Accordingly, we observed in certain COVID-19 patients high plasma levels of Angiotensin II.
Looking for the stimulus responsible for their monocytic ROS production, we unveiled that
Angiotensin II triggers ROS production by monocytes via Angiotensin receptor I. ROS released by
Angiotensin Il-activated monocytes induced DNA damage and apoptosis in neighboring cells. We
conclude that mononuclear cell apoptosis provoked via DNA damage due to the release of
monocytic ROS could play amajor role in COVID-19 pathogenesis. Unveiling this new pathogenic

pathway opens up new therapeutic possibilities for COVID-19.

Significance Statement

Here we show that in severe forms of COVID-19, Angiotensin II induces reactive oxygen species
(ROS) monocytic production responsible for DNA damage in peripheral blood cells and programed
T lymphocyte death. As the level of ROS production was predictive of death and as lymphopenia
has been previously linked to disease severity, this pathogenic pathway could play a major role in
critical SARS-CoV-2 infection. The finding of this cascade of pathological events unveils new

therapeutic angles for COVID-19.
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Introduction

COVID-19 is an infectious disease caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2). The most severe forms of COVID-19 are due to acute lung damage which is
strongly linked to hyperactivation of the immune system (1). A hallmark of critical COVID-19 is
lymphopenia (2), observed in up to 63% of COVID-19 patients, and predictive of an unfavorable
outcome (3). Yet, the cause of peripheral blood T-cell, B-cell, and NK-cell loss remains unclear.
Indeed, this loss may be the consequence of a decrease in lymphocyte production, the trapping of
these cells in the respiratory tract and/or a high rate of lymphocyte death. As lymphocyte counts
are strongly predictive of survival, understanding the causes of lymphopenia is of major

importance.

Various ribonucleic acid (RNA) viruses have been reported to induce ROS production and
antioxidant system depletion. For instance, the influenza virus increases the level of ROS
production in the host cells and decreases the concentration of antioxidants (4). Moreover, the
oxidative stress provoked by the virus is responsible for lung damage that may be prevented by
antioxidants or by targeting nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) oxidase-2 (4).
Likewise, respiratory syncytial virus infection causes ROS expression (5) and decreases the
expression of antioxidant genes, contributing to bronchiolitis (6). SARS-CoV-1 modifies the
oxidoreductase system of the mitochondria, via an interaction between its non-structural protein 10
and cytochrome oxidase II (7). In line with this mechanism, oxidative stress has been reported in
the lungs of SARS-CoV-l-infected mice (8). Likewise, SARS-CoV-2-infected monocytes
overproduce mitochondrial ROS, and an increased expression of oxidative stress-associated genes
has been observed in monocytes of bronchoalveolar fluid from COVID-19 patients (9). In the

peripheral blood of these patients, markers of Nox2 activation(10), impaired antioxidant
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activity(11) and oxidative stress(12) have been revealed as possibly being linked to the severity of

the disease.

As ROS can cause DNA damage resulting in apoptosis (13), we analyzed the level of monocytic

ROS production in COVID-19 patients at different stages, as well as its causes and consequences.
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Results

Patient enrollment

We enrolled 29 PCR-positive SARS-CoV-2-infected patients upon admission to Intensive Care
Units (ICUs) for an oxygen saturation of less than 90% and/or PaO2 below 60 mmHg in room air,
or an oxygen saturation of less than 90% while receiving 5L/min of oxygen. We also recruited 29
PCR-positive SARS-CoV-2-infected patients upon admission to the Infectious Diseases
Department (non-ICU) for an oxygen saturation of less than 96% in room air and/or deterioration
in their general condition. Age- and sex-matched healthy donor (HDs: age range, 28 to 95 years)
were used as negative controls. The bioclinical characteristics of these patients are shown in Table

1.

Monocytes from COVID-19 patients overproduce ROS

To test whether monocytes from COVID-19 patients produced ROS, we labeled the peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) of SARS-CoV-2-infected individuals with dichloro-dihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA), which reacts with ROS to give a fluorescent product. Figure la
shows that monocytes from HDs become fluorescent when they are incubated with DCFH-DA and
exposed to lipopolysaccharide, used as a positive control. This ROS production is prevented by
pre-incubation with the NADPH oxidase inhibitor diphenyleneiodonium (DPI, Fig. la). By
contrast, the spontaneous fluorescence of monocytes from HDs incubated with DCFH-DA was not
reduced in the presence of DPI (Fig. 1a). Monocytes from certain COVID-19 patients became more
fluorescent than monocytes from HDs after being exposed to DCFH-DA (Fig. 1b and 1c). Figure
lc shows the intensity of spontaneous monocytic ROS production in HDs, ICU and non-ICU
patients. Non-ICU patients produced more ROS than HDs (22.2 £ 4.5 vs. 17.2 £ 4.6 mean + SD

arbitrary units (AU) of mean fluorescence intensity, p = 0.003) whereas ICU patients did not (16.4
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+3.9vs. 17.2 £4.6 AU, p = 0.582). Yet, the ICU patients who survived presented lower monocytic
ROS production than those who did not (15.6 + 3.4 vs. 19.6 = 4.1 AU, p = 0.021, Fig. 1d). To
identify the monocyte subpopulations responsible for ROS production, we labeled the PBMCs
exposed to DCFH-DA with anti-CD14 and anti-CD16 antibodies to identify classical
(CD14hiCD16lo), intermediate (CD144+CD164), and alternative (CTX141oCD16hi) monocytes
(Fig. 1e). Figure 1f shows that the intermediate and classical monocytes produced the highest
amount of ROS. Compared with HDs, non-ICU participants had a higher percentage of
intermediate monocytes (19.8 + 9.4 vs. 12.7 = 11.2%, p = 0.017, Fig. 1g) and ICU participants
similar percentages (13.4 = 10.6 vs. 12.7 £ 11.2%, p = 0.971, Fig. 1g). Logically, the proportions
of intermediate monocytes and ROS-producing monocytes were correlated in COVID-19 patients

(r=0.373, p = 0.004, Fig. 1h).

Monocytes from COVID-19 patients induce DNA damage via ROS

ROS can oxidize proteins, lipids or DNA. We searched for the effect of monocytic ROS production
on the DNA of bystander cells. For this purpose, we probed the presence of the phosphorylated
form of the histone variant H2AX (vTH2AX), a hallmark of chromosome breaks and DNA
replication stress (14), in primary B fibroblasts co-cultured with PBMCs from COVID-19 patients.
In this assay, PBMCs were co-cultured in transwells, i.e. with no cell-to-cell contact with BI cells.
Camptothecin, a topoisomerase I inhibitor which induces replication-dependent DNA lesions, was
used as a positive control, whereas PBMC's from healthy donors were included as negative controls.
We found that PBMCs in 8 out of the 25 patients we tested (32%), induced yv—H2AX nuclear foci
in bystander BJ cells as exemplified in Figure 2a and 2b. Figure 2c shows that the formation of
these foci was prevented by pre-incubating PBMCs with the ROS scavenger, N-acetylcysteine
(NAC), or the NADPH oxidase inhibitor, DPIL. This establishes that the v—H2AX foci are indeed

induced by ROS. To make really sure that the sources of DNA cells damaging ROS were
7
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monocytes, we repeated the experiment after depleting patient PBMC's of monocytes using CD14-
coated magnetic beads. Figure 2d shows that, whereas PBMCs and monocytes from the patient we

analyzed induced DNA damage, monocyte-depleted PBMCs from the same patient did not.

PBMC DNA damage results in T-cell apoptosis during severe SARS-CoV-2 infection

ROS-induced DNA damage may provoke apoptosis (13). Therefore, we tested whether co-culturing
with COVID-19 PBMCs might trigger apoptosis in HD PBMCs. Indeed, HD T-cells presented
more phosphatidylserine at their surface, a marker of apoptosis, as measured by Annexin V
labelling on day 6 when they were exposed to COVID-19 PBMCs able to induce DNA damage
than when they were exposed to another healthy volunteer PBMCs (15.0 £+ 1.5vs. 108+ 1.7 %, p
= 0.034, Fig.2e). This programmed cell death provoked by COVID-19 PBMCs was entirely
mediated by ROS, since the presence of NAC reduced apoptosis to the background level observed
in the presence of HD PBMCs (11.8 = 1.6 vs. 10.8 = 1.7 %, p = 0.638, Fig.2e). By contrast, co-
culturing with COVID-19 PBMCs unable to induce DNA damage or with HD PBMCs resulted in
the same level of apoptosis (11.7 2.1 vs. 10.8 = 1.7 %, p = 0.627, Fig.2e). As a positive control,
we used lipopolysaccharide-stimulated PBMCs, which triggered apoptosis in HD PBMCs (17.6 +

1.6 vs 10.8 £ 1.7 %, p = 0.007, Fig.2e).

COVID-19 patient PBMCs present DNA damage

As the monocytes of certain COVID-19 patients release ROS which are able to cause DNA damage
to neighboring cells, we analyzed whether the PBMCs of these patients presented DNA damage.
To do this, we looked for the presence of y—H2AX nuclear foci in their PBMCs. Figure 3a shows
an example of a COVID-19 patient whose PBMCs harbor such DNA damage markers. Globally,
the proportion of DNA-damaged PBMCs was higher in the 19 non-ICU patients (10.9 3.7 % vs.

5.6 £ 1.7%, p < 10", and the 28 ICU patients (13.3 £ 8.9% vs. 5.6 = 1.7%, p <0.001) than in age-

8
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matched healthy donors we analyzed (Fig. 3b). COVID-19 patient PBMCs also harbored DNA
double-strand breaks, as revealed by the labelling with an antibody specific for 53BP1, a protein
known to aggregate at double-strand ends (15). In the example shown in Figure 3¢, 16.8 +3.4 %
of the patient PBMC's presented 53BP1 foci, a higher proportion than in the healthy donor (6.9 =
1.6 %, p = 0.011). Next, we quantified CD4+ T-cell and CD8+ T-cell apoptosis in the participant
peripheral blood. Figure 3d shows that Annexin V expression at the surface of both lymphocyte
subpopulations, particularly on CD8+ T-cells, was more frequent in COVID-19 patients than in
controls. As we had found that patient PBMCs producing ROS induced apoptosis in vitro, we
searched for, and found in the participants a link between the level of their monocytic ROS
production and their percentage of Annexin V-positive CD8+ T cells (r = 0.522, p = 0.005, Fig.
3e). Next, we tested whether the phenomenon we describe could result in lymphopeniain COVID-
19 patients. To this aim, we looked for a correlation between the intensity of DNA damage in
PBMCs and lymphopenia. As shown in Figure 3f, we observed an inverse correlation between the
percentage of PBMCs with v—H2AX foci and lymphocyte count in the patients and healthy

volunteers we analyzed (r = -0.341, p = 0.025).

Angiotensin II induces monocytic ROS production

SARS-CoV-2 downregulates the cell surface expression of Angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2), its main receptor, via ACE2 co-internalization and cleavage by the serine protease
TMPRSS2 (16). Knowing that ACE2 converts Angiotensin II (AnglIl) into Angiotensin 1-7, this
should result in an increase in Angll concentration (16). As Angll has been shown to induce ROS
production in human mesangial cells (17), we tested whether this peptide was also able to provoke
the release of ROS by human monocytes. Indeed, we observed that, like lipopolysaccharide, Angll
increased the fluorescence of HD monocytes preincubated with DCFH-DA (Fig.4a). This effect

was completely prevented by 1-hour preincubation with DPI (91,7 £ 15.3%, Fig.4b) or the
9
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Angiotensin receptor 1 (AT 1) antagonist losartan at 10uM (98,7 +4.5%, Fig.4c). Next, we checked
to see whether the peripheral blood concentration of Angll was actually high in COVID-19 patients.
Fig 4d shows that plasma levels of Angll in non-ICU volunteers (74.60 £ 40.5 vs. 41.9 vs. 37.9
pg/mL, p = 0.014), but not in ICU volunteers (35.4 £21.0 vs. 41.9 vs. 37.9 pg/mL, p = 0.828) were
higher than those of normal volunteers. The lower level of Angll in ICU patients as compared with
non-ICU patients might be the consequence of the increase in ACE2 expression reported in severe
COVID-19 (18), driven by interferon (19), and/or reoxygenation (20). To test the hypothesis that
Angll might be involved in the monocytic ROS overproduction that we had unveiled in certain
patients, we looked for a link between Angll plasma levels and the intensity of ROS synthesis in
HD, ICU and non-ICU participants. Figure 4e shows a clear correlation between these two
parameters (r = 0.299, p = 0.027). This explains the fact that ROS expression was less intense in
ICU patients than in non-ICU patients Thereafter, we checked whether Angll-stimulated
monocytes could induce DNA damage in BJ cells. Indeed, this was the case, and the DNA damage
was prevented by DPI (Fig. 4f) and the AT 1 antagonist losartan (Fig. 4g). Furthermore, circulating
levels of Angll strongly correlated with the ability of patient PBMCs to induce DNA damage in BJ

cells (r = 0.704, p = 0.005, Fig. 4h).
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Discussion

In this study, we discovered a new pathogenic mechanism, DNA damage due to AnglI-driven ROS
production by the monocytes of certain COVID-19 patients, and resulting in PBMC apoptosis

(Extended Data Fig. 1).

ROS-induced PBMC programmed cell death may have various deleterious effects. First, it may
result in an immune deficiency favoring coinfections with other viruses (21), bacteria (22) or
mycoses (23), and in a poor immunological memory paving the way for SARS-CoV-2 reinfection.
Second, regulatory T-cell apoptosis may account for the Treg deficiency observed in severe forms
of COVID-19 (24), favoring immune activation. Third, CD8+ T-cell and NK cell loss due to
programmed cell death might contribute to a cytokine storm. Indeed, these cytotoxic lymphocytes
have been found to be involved in the downregulation of immune activation in the course of
infections via their ability to kill T-cells, NK, and antigen presenting cells(25, 26). Accordingly, in
primary hemophagocytic lymphohistiocytosis, mutations resulting in cytolytic deficiency may
provoke cytokine storms (27). Thus, the programmed death of CD8+ T-cells and NK cells could
impair a negative feedback on immune activation. Fourth, CD44+ T lymphocyte apoptosis,
particularly follicular helper T- cell apoptosis which may account for the depletion of this
subpopulation (28) might explain the poor isotype switch and B memory observed in severe forms

(29).

The release of ROS could have direct effects in addition to these indirect effects. As ROS are known
to activate the pro-inflammatory transcription factor NFkB(30) and the NLRP3 inflammasome
(31), they could favor a cytokine storm in severe forms. Likewise, they might drive the
differentiation of monocytes/macrophages into inflammatory M2 cells(32). Locally, the numerous
monocytes/macrophages in the low respiratory tract could also participate in endothelial cell,

alveolar and vascular damage via ROS (33).
11
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As we found, in vifro, that ROS released by COVID-19 monocytes induce DNA damage and
apoptosis, as the proportion of DNA-damaged PBMCs we measured in patients correlated with
their lymphopenia (a major pronostic marker in COVID-19), and as we found a link between the
level of monocytic ROS expression in ICU patients and their survival, our data and the well-
documented proinflammatory effect of ROS argue for a role of this pathogenic pathway in the
outcome of this disease. They could explain also why older people, males, patients with diabetes
or prior cardiovascular diseases, who express low levels of ACE2 (34), present more often severe

forms of COVID-19.

The mechanism we uncovered may also explain why SARS-CoV-2 variants with an enhanced
affinity for their ACE2 receptor may be more pathogenic. Actually, these variants should provoke
an increased ACE2 internalization, a higher level of Angll, a greater monocytic ROS production,
and thereby more inflammation and more DNA damage resulting in lymphopenia and immune

deficiency.

From a therapeutic viewpoint, our data may explain the beneficial effects of AT1 antagonists (35)
and antioxidants (36) on COVID-19 observed in certain clinical trials. Given all the potential
consequences of ROS release in severe COVID-19, therapeutic strategies aimed at reducing Angll
signaling via AT1, ROS production, and apoptosis deserve more consideration (Supplementary

Fig. 1).
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Materials and Methods

Study Subjects. Adults with positive naso-pharyngeal swabs for SARS-CoV-2 RNA by RT-PCR were
recruited at the Nimes University Hospital following approval by the ile-de- France 1 Ethics
Committee and after obtaining informed consent. Patients were either recruited on the day of
their admission to an intensive care unit (ICU) for oxygen saturation <90% in ambient air or <95%
with 5L/mn of oxygenotherapy and/or arterial oxygen tension (PaO2) of less than 60 mm Hg or
upon admission to the Tropical and Infectious Diseases Department (non-ICU) for oxygen
saturation <96% in ambient air. This study was approved by the French Ethics Committee, Tle-de-

France 1. All patients had provided written informed consent, and the trial was registered

(Eudract/IDRCB 2020-A00875-34 and ClinicalTrials NCT04351711).

Cell-sorting and co-culture. Monocytes were sorted from PBMCs using CD14-coated microbeads
(Miltenyi Biotech). Cells, pre-incubated or not with DPI or NAC for 3 hours at 37°C, were washed
twice and cocultured in 1um pore-size inserts with BJ placed on coverslips in 24-well companion
plates. PBMCs or monocytes and BJ cells were co-cultured in 2:1 ratio in 1:1 DMEM and RPMI
culture media supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) for 3 days.
Camptothecin (10JM) was used on BJ cells for 45 mn at 37°C. Lipopolysaccharide (1ug/ml) was
added to the cells in 500yl final volume of RPMI without serum and incubated at 37°C for 30

minutes. Cells were washed and fixed for further staining.

Immunofluorescence. PBMC adherence on coverslips was obtained by using 20 pg/ml of poly-
lysine in serum-free RPMI for 2 hours at room temperature. Coverslips with cocultured BJ cells
were washed twice, fixed with 2% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes, rinsed again with PBS,
and permeabilized with 0.1% Triton-X-100 for 10 minutes at room temperature. Thereafter,

coverslips were washed and blocked with PBS containing 10% FBS for 30 minutes. Cells were then
13
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incubated with anti-y-H2AX (Millipore, 1/500) for 1 hour or anti-53BP1 (Millipore, 1/300)
monoclonal antibodies (mAb) in PBS with 10% FBS. Coverslips were rinsed three times with PBS
and incubated with AF 546 anti-mouse IgG1 (Invitrogen, 1/2000) secondary antibody for 45
minutes in PBS with 10% FBS at room temperature. After washing with PBS, DNA was counter
stained with DAPI (Sigma-Aldrich) for 5 minutes, and coverslips were mounted in fluorescence
mounting medium (Prolong gold, Invitogen). Slides were kept overnight at 20°C in a dark room or
drying. Images were obtained with a Zeiss ApoTome fluorescence microscope (63X magnification
and 1.4 numerical aperture for BJ cells, 100X magnification and 1.46 numerical aperture for

PBMC) with supporting software, and analyzed on Image J and FlJI software systems.

Flow Cytometry. The monoclonal antibodies used for cell surface staining were: CD3-APCA750,
CD14-PE, CD16-APC, CD4-APC (Beckman Coulter), and CD3-BV421 (Biolegend). Annexin-V-PE
(Biolegend) was used according to manufacturer’s guidelines. For ROS quantification, 10° PBMCs
were resuspended in 1yM DCFH-DA for 25min at room temperature. Data were acquired on a
Navios flow cytometer (Beckman Coulter) from 20,000 gated events per sample and on a

MACSQuant analyser 10 (Miltenyi Biotech), and analyzed using Kaluza software.

ELISA. Angll concentrations were determined using the Angiotensin Il ELISA kit (Enzo Life

Sciences).

Statistical analyses. Statistical analyses and graphical presentations were computed with
GraphPad Prism version 6. Differences between two groups were analyzed using two-sided
unpaired student’s t test or Mann-Whitney test as appropriate. We used a two-sided Spearman

rank test to evaluate correlations.
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Figure 1. The monocytes from certain COVID-19 patients spontaneously produce ROS. (a)
Fluorescence in monocytes from a healthy donor, pre-incubated (DPI + LPS, ---) or not (LPS, —) with DFI,
exposed to DCFH-DA, and stimulated with lipopolysaccharide. As negative controls, fluorescence in the
same monocytes pre-incubated (IDPI, ~) or not (None, ) with NADPH oxidase inhibitor DPI and exposed to
DCFH-DA was analyzed. (b) Fluorescence in monocytes from a healthy donor (HD. ), a non-ICU patient
(mon-ICU, —), and an ICU patient (ICU, ---) exposed to DCFH-DA. (¢) Mean fluorescence intensity of ROS-
producing monocytes from healthy donors (HD), non-ICU patients (non-ICU), and ICU patients (ICU)
exposed to DCFIT-DA. (d) Mean fluorescence intensity of ROS-producing monoeytes from ICU patients
who survived or not. (e) Identification of the classical, intermediate, and alternative monocyte subpopulations
by flow cytometry. (f) Fluorescence in CD14hiCID16lo (---), CD144+CD164 (—), and CD14loCD16hi ()
monocytes from an ICU patient exposed to DCFH-DA. (g) Percentages of CD14-CD16+ monocytes
circulating in healthy (HDs), ICU and non-ICU donors. (h) Correlation between the proportions of
intermediate and ROS-producing monocytes in ICU and non-ICU patients. Data are shown as means + SID.
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Figure 2. COVID-19 patient monocytes may induce DNA damage via ROS. (a) Detection of y—TI2AX
foci by immunofluorescence in BJ cells co-cultured with PBMCs from a healthy donor or from a COVID-19
patient. ITealthy donor’s PBMCss treated with camptothecin were used as positive controls. (b) Quantification
of the vTII2AX foci induced in BJ fibroblasts by PBMCs from COVID-19 patients. The proportion of BJ
cells presenting at least 5 foci per nucleus was quantified under microscopy. (¢) y-I2AX foci induced in BJ
cells by COVID-19 patient’s PBMCs are prevented by pre-incubating PBMCs with N-acetylcysteine (NAC)
or diphenyleneiodonium (DPI). (d) Monocytes isolated from the PBMCs of a COVID-19 patient are able to
induce DNA damage in BJ cells. The ability to induce v-H2AX foci in the B fibroblasts of PBMCs from a
COVID-19 patient, of the same PBMCs depleted of monocytes, and of monocytes isolated from these
PBMCs was tested. (e) Intensity of phosphatidylserine expression at the surface of healthy donor PBMCs
cocultured with non-ICU PBMCs able to induce DNA damage treated (non-ICU + NAC) or not (non-ICU)
with N-acetyleysteine, or with ICU PBMCs unable to induce DNA damage treated (ICU + NAC) or not
(ICU) with N-acetylcysteine, as detected by flow cytometry at day 6. Healthy donor PBMCs co-cultured with
another healthy donor PBMCs (HID) or treated with lipopolysaccharide (HD + 1.LPS) were used as negative
and positive controls, respectively. Shown are biological replicates. Data are means + SD and are
representative of two experiments.
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Figure 3. DNA damage in COVID-19 PBMCs. (a) PBMCs from a COVID-19 patient whose monocytes
induce DNA damage in bystander BJ cells spontaneously present with y-H2AX foci. PBMCs from a healthy
donor treated or not with camptothecin were used as positive and negative controls, respectively. (b)
Percentages of PBMCs harboring y-H2AX foci in healthy donors (HD), non-ICU patients (non-ICU), and
ICU patients (ICU). Data are shown as means + SD. (¢) PBMCs from a COVID-19 patient whose monocytes
induce DNA damage in bystander BJ cells spontaneously present with OOOP foci. PBMCs from a healthy
donor treated or not with camptothecin were used as positive and negative controls, respectively. One
representative experiment out of two. (d) Annexin V expression on peripheral blood CD4+ T-cells and CD8+
T-cells of healthy donors (HD), non-ICU patients (non-ICU), and ICU patients (ICU). (e) Correlation
between the amount of ROS produced by monocytes and the proportion of apoptotic CD8+ T cells in ICU
and non-ICU patients. ROS production is expressed as the mean monocytic ROS production (mean
fluorescence intensity of ROS-producing monocytes exposed to DCFH-DA) x percentage of monocytes
producing ROS (percentage of fluorescent monocytes). (f) Correlation between the intensity of DNA damage
in PBMC and lymphocyte counts in ICU patients. The intensity of DNA damage in PBMCs is expressed as
the ratio (% patient PBMCs presenting y-H2AX foci) : (% HD PBMCs presenting y—H2AX foci).

20

115



Résultats

p=0.828

p=0016
150 ——

-
-
B

E E £ -
; w . g J _g § 100+
3 - 3 3 &
0 o
e s & 50
DCFH-DA o
e f g
r=0.297 p =0.027 3 3
28 a0 70 p=0813 £ B pr0s4n
;% E R oo i ﬂl- v
Es * . * . ) Ew
gg .l '.... o. _:_ L] ! 2 % 20
8g 20 T T L] 20
§-§ :'E: . '.. * te . i 15 g 1
23 g . § 10 2 o
£3 P e s LS P
§§ s 50 100 150 @éﬁ :"Q\J@ é‘#‘i‘{;@;ﬁ“ # <
&7 “
Angiotensin Il (pg/mL)
h r=0.503 p=0.009
R 2.5
3 . :
6 2.0
33 e
£E 15 * . i
g% :),,:"':’: . .
FS 10{ ¥ """
E I -
_g T -
< 0.5
4
e 0.0
"o 50 100 150

Angiotensin Il (pg/mL)

Figure 4. Angiotensin II induces ROS monocytic production and DNA damage. (a) Fluorescence in
monocytes from a healthy donor, pre-incubated or not ( ) with lipopolysaccharide (—-) or Angll (—), and
exposed to DCITI-DA. One representative experiment out of three. (b) Fluorescence in monocytes from a
healthy donor, pre-incubated or not ( ) with AnglI (—) or with DPI and AnglI (---), and exposed to DCFH-
DA, One representative experiment out of three. (¢) Fluorescence in monocytes from a healthy donor, pre-
incubated or not () with Angll (—), or with losartan and Angll (---), and exposed to DCFH-DA. One
representative experiment out of three. (d) Plasma levels of Angll in patients and controls. (e) Correlation
between plasma levels of Angll and mean fluorescence intensity of ROS-producing monocytes exposed to
DCTH-DA in patients and controls. (f, g) Ability of healthy donor monocytes stimulated (Moncytes/ AnglT)
or not (Monocytes) by Angll to cause yv-H2AX foci in bystander BJ cells (f, g). The effect or DPI
(Monocytes/DPI+AngII, f) or AT1 antagonist (Monocytes/anti-AT 1+Angll, g) preincubation on the ability
of Angll-stimulated monocytes to induce DNA damage is shown. BJ exposed to camptothecin were used as
a positive control (Camptothecin, f, g). (h) Correlation between plasma levels of Angll and the ability of
patient PBMCs to induce vT2AX foci in bystander BJ cells. This ability is expressed as the ratio (% BJ
cells presenting yTI2AX foci in presence of patient s) : (% BJ cells presenting y—I2AX foci in presence of
HD PBMCs).
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Table 1. Bioclinical characteristics of the patients enrolled

Non-ICU IcuU
patients patients non-ICU vs ICU
(n=29) (n=29)
Age (years) Mean (SD) 66.1(20.9) 69.3 (13.5)
Range 29.0-96.0 43,0-95.0 p=0.702
Gender:
Females n (%) 16 (55) 13(45) p = 0.600
Males n (%) 13 {45) 16 (55)
Any comorbidity n (%) 12 (40) 12 {41) p=0.5%
Diabetes n (%) 7(23) 7 (24) p=0.762
Cancer n (%) 4{13) 2(7) p=0.783
Autoimmune disease n (%) 1(3}) 0{0) p =0.999
Chronic kidney failure n (%) 0(0) 2(7) p=0.202
Duration of symptomatology {days) Mean (SDj 6.8(9.4) 11.8(7.2) p < 0.001
C-reactive protein
{mg/L, normal range 0.9-1.8)) Mean (SD) 56.8 (68.1) 115.0(81.3) p =0.003
Lactate dehydrogenase
(IU/L, normal range 135-214) Mean (SD) 214.8 (49.9) 4164 (177.3) p < 0.001
Absolute lymphocyte count
(x10%/L, normal range 0.9-1.8) Mean (SD) 1.30(0.53) 0.88 (0.59) p=0.004
Absolute monocyte count
(x10%/L, normal range 0.9-1.8) Mean (SD) 0.70(0.36) 0.46 (0.27) p=0.010
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En conclusion nous proposons un modele expliquant la lymphopénie observée dans le

COVID-19 et les cibles thérapeutiques qui sont a envisager pour enrayer cette perte de

lymphocytes (Figure7, présente en Figure 1 supplémentaire dans le manuscrit)

- © ACE2

A
™ SARS-CoV-2

A

Cytokine storm

A Angiotensin 1l .

nntagomst s
( o . .

Monocyte

Caspase Vital prognosis
ABr Cytokine storm
Impaired immune response

Antioxidant

Lymphopenia

Lymphocyte

Figure 7 : Représentation schématique des données que nous avons collectées durant cette

étude et les potentielles cibles thérapeutiques qui en découlent.

A partir de ces données et des connaissances actuelles sur le COVID-19 nous proposons
I"hypothése que l'internalisation d’ACE2 dans les cellules infectées par SARS-COV-2 réduit son
action de clivage de I'angiotensine Il en angiotensine 1-7. Il y aurait alors une accumulation
d’angiotensine Il circulant. Cette angiotensine Il peut induire la production monocytaire de
ROS, lesquels peuvent provoquer des dommages a I'ADN des cellules adjacentes,
particulierement aux LT et peut-étre préférentiellement méme aux LT8. Localement on peut
aussi penser que les ROS relargués par les monocytes présents dans le tractus respiratoire
inferieur participent a la lésion de ce dernier. Ces dommages a I'’ADN vont enclencher
I'apoptose de ces cellules et la lymphopénie observée. Comme dans la HLH primaire c’est un
déficit de cytotoxicité LT8 et NK qui est a I'origine de I'orage cytokinique observé : on peut

supposer un mécanisme similaire pour le COVID-19 (Jordan et al. 2011).
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On peut penser que ces données sont contradictoires, puisque les patients dont les
cellules produisent le plus de ROS ne sont pas en ICU, mais nous émettons I"hypothese que
chez ces patients, les monocytes produisent moins de ROS a cause de leur épuisement.
Egalement, les cellules qui produisent le plus de ROS sont les monocytes intermédiaires, moins
présents chez les ICU. On peut voir que le groupe de patients ICU a des concentrations
d’Angiotensine Il plus basse (Figure 4d). A ce stade de l'infection la concentration en virus
circulant est plus faible (Boef et al. 2021) et il y devrait donc y avoir moins d’internalisation
d’ACE2, ce qui peut expliquer qu’il y a moins d’Angiotensine Il dans le plasma des patients ICU.
A noter que le temps de demi-vie de I'angiotensine Il et des ROS est trés court (Al-Merani et al.

1978 ; D’Autréaux et Toledano 2007).

Il est intéressant de noter que I'antioxydant N-Acétylcystéine (NAC) a été mis en avant
comme prometteur contre les symptdmes du COVID-19 (lbrahim et al. 2020). Il a déja donné
des résultats positifs dans d’autres infections chez 'Homme, dans des modeéles in vitro et chez
des rats infectés avec Influenza et le virus respiratoire syncitial, réduisant la mortalité (Wong,
Lee, et Kua 2021; De Flora, Grassi, et Carati 1997). Les résultats cliniques pour le COVID-19 sont
moins convaincants mais restent positifs pour le patient, avec une réduction du taux de CRP
(Avdeev et al. 2021). Nous pensons qu’une prise plus anticipée d’antioxydant donnera des
résultats plus visibles, puisque, suivant notre modele, cela réduirait la lymphopénie chez ces

patients.

Bloquer I'action de I'angiotensine Il avec des sartans, médicaments antagonistes des
récepteurs de 'angiotensine Il a également été testé cliniguement pour des cas de COVID-19 :
les résultats sont mitigés et tres dépendants du stade auquel les patients ont été mis sous

traitement (Rothlin et al. 2021; Puskarich et al. 2021).

Une étude est mise en place au CHU de Nimes, consistant a tester I'hypothése qu’une prise
en charge précoce de patients SARS-COV-2 positif avec un traitement anti-AT1R couplé a un
antioxydant comme le NAC pourrait réduire la production de ROS dans les monocytes des
patients. Nous espérons aussi que cette bithérapie puisse réduire le nombre de patients devant
étre admis en réanimation. Cette bithérapie a fait 'objet d’'un dépét de Brevet n® EP21306015,

co-signé par les deux premiers et les deux derniers auteurs du manuscrit présenté.
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I. PERSPECTIVES CONCERTANT LES PARTIES | A IV DES RESULTATS

Avec ces profils d’activation immunitaire, nous souhaitons plus largement participer a
la création d’outils qui permettent de suivre au plus pres la santé des personnes au long de leur
vie. Que ce soit pour les PVVIH ou la population générale, nous souhaitons rendre le profilage
plus accessible en trouvant les marqueurs clés qui caractérisent chaque profil. Ces outils
auraient pour vocation d’anticiper voire d’éviter la survenue de pathologies liées a I'activation
immunitaire. Les causes d’une pathologie sont bien sdr souvent multiples mais le profilage
immunologique pourrait permettre certaines de ces causes pour chaque patient. Cela peut
amener a une médecine plus personnalisée, jusqu’a étudier pour chaque patient les caractéres
phénotypiques des cellules immunitaires et estimer la balance bénéfice-risque d’une mise sous

traitement anticipé de la personne (Fernandez et Giannarelli 2021).

[I.  PERSPECTIVES CONCERNANT LA PARTIE V DES RESULTATS

Pour aller plus loin, nous souhaitons comprendre les mécanismes qui entrainent la mort
des T que nous avons observée. Quels types de ROS précisément sont produits par les
monocytes ? Ces ROS pourraient activer la voie NFkB, ce quiimpliquerait une production accrue
de cytokines pro-inflammatoires que nous pourrions mesurer. L’Annexine-V est un marqueur
précoce d’apoptose mais on peut se demander quelles voies sont impliquées. L’activation de
p53 est-elle induite par les ROS dans les lymphocytes des patients ? Il est a noter que le gene
TP53 a été retrouvé plus exprimé dans les lymphocytes de certains patients positifs au SARS-
COV-2 (Xiong et al. 2020). Je mets au point des lignées cellulaires transduites avec des petits
ARN interférants ciblant ’ARN p53 afin de répondre a cette question. La pyroptose est-elle

également impliquée (Huang et al. 2020) ?

Nous avons également commencé a étudier la dégranulation des perforines dans les
cellules LT8 et les NK des patients de cette cohorte. Dans la HLH primaire, 40% des personnes
atteintes de ce syndrome ont une mutation soit sur le géne qui code pour la perforine, soit au
niveau de genes impliqués dans la dégranulation des perforines (Karakike et Giamarellos-
Bourboulis 2019). Il sera intéressant de voir si les patients COVID-19 ont un déficit en perforine

et si tel est le cas de voir si ce déficit est primaire ou consécutif a une consommation.
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Les conséquences de la lymphopénie dans le COVID-19 sont peu claires. Une
lymphopénie importante est corrélée a la gravité des symptomes et a un pronostic défavorable

(Q. Zhao et al. 2020; Tavakolpour et al. 2020).

La lymphopénie peut expliquer la perte des Tregs, observée dans les cas graves de
COVID-19 (Meckiff et al. 2020), empéchant leur action de régulation négative sur les autres LT

helper et favorisant I'orage cytokinique.

On peut penser a la qualité des anticorps produits dont I'affinité aprés une infection par
SARS-COV-2 semble moins bonne que celle qui peut étre observée pour les autre coronavirus
humain (Liu et al. 2020). Des cas de personnes infectées deux fois au SARS-COV-2 dans un laps
de temps assez court ont été rapportés (Pedro et al. 2021) parfois méme avec des symptdmes
plus graves lors de la réinfection (Tillett et al. 2021) faisant penser a un défaut de mémoire des

lymphocytes qui pourrait étre consécutive a la lymphopénie.

La qualité de la mémoire immunitaire spécifique semble tres variable aprés un COVID-
19 et nécessite d’étre étudiée plus en détail. Un rappel des patients COVID-19 inclus dans la
cohorte de Nimes est en cours pour étudier la qualité et la quantité des anticorps ainsi que des
LB et LT mémoires chez ces patients pour tester I'hypothése que cette qualité pourrait étre
inversement proportionnelle a I'activation immunitaire et a I'apoptose lymphocytaire en phase

aigle.

Dans une plus large perspective plusieurs infections virales induisent une lymphopénie. On
peut bien sir citer le VIH, mais également des filovirus du typer Marburg ou Ebola (Geisbert et
al., 2000.), la rougeole (Quinet 1990), Influenza (Nichols, Niles, et Roberts 2001; Lalueza et al.
2019) et des orthopneumovirus comme le virus respiratoire syncitial (Roe et al. 2004). On peut
observer une production de ROS accrue dans ces infections mais aussi une implication des
monocytes. Nous pourrions rechercher ce qui déclenche cette production de ROS et si des
points communs sont présents. Dans le contexte du VIH nous avons des éléments permettant
de prouver qu’un autre GPCR est impliqué dans un mécanisme similaire a celui démontré ici

pour le COVID-19, enclenchant des dommages a I’ADN et la mort de certaines cellules.
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