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RESUME

En 2022, le questionnement sur les capacités du systéme immunitaire a répondre a une infection
ou un vaccin, est au centre de I'attention de la communauté scientifique. L'immunodépression est
un état d’affaiblissement des capacités du systeme immunitaire causé par une altération primitive
ou secondaire, de tout ou partie de ses composants. Indépendamment de son origine, cette
altération plus ou moins durable du systeme immunitaire induit une sensibilité accrue aux infections
et une importante morbi-mortalité associée. La mesure de la réponse immunitaire fonctionnelle est
essentielle afin de guider et optimiser la prise en charge des patients immunodéprimés. Néanmoins,
les outils quantitatifs et phénotypiques traditionnels en laboratoire de routine ont montré certaines
limites et ne refletent que partiellement la complexité du systéme immunitaire. Les tests
immunitaires apres stimulation cellulaire ex vivo (IFA par leur acronyme anglophone de « Immune
Functional Assays ») permettent, d’évaluer les interactions des différents composants du systéme
immunitaire et d'appréhender de potentiels dysfonctionnements.

Dans ce travail, nous avons tout d’abord confirmé la reproductibilité et la robustesse d’un IFA
standardisé sur sang-total chez des volontaires sains, en analysant la réponse transcriptomique
post-stimulation a I'aide d’une signature de 44 genes reliés a la réponse immunitaire. Ensuite, en
utilisant cet outil dans une cohorte de patients immunodéprimés receveurs d’une allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques (CSH), nous avons mis en évidence une reconstitution
immunitaire fonctionnelle incompléte a 6 mois post transplantation. De plus, 17 génes présentant
un défaut d’expression et associés a une réactivation d’un herpesvirus ont été identifiés. Cette
altération immunitaire fonctionnelle n’était pas mise en évidence par des tests quantitatifs et
phénotypiques classiques. Au regard de I'impact négatif des réactivations virales a herpésvirus chez
les patients immunodéprimés, nous avons ensuite évalué au sein de la méme cohorte, I'intérét des
IFA pour I'optimisation des prophylaxies vis-a-vis du virus Varicelle Zona (VZV) qui représente une
cause majeure de morbidité aprés une allogreffe de CSH. Nous avons développé un IFA sur sang-
total basé sur I'analyse aprés stimulation de I'expression du géne de I'lFN-y apres stimulation par le
VZV. Cette analyse refléte la capacité de la réponse immunitaire a médiation cellulaire, élément clé
du controle de l'infection virale et qui est plus spécifique que les marqueurs sérologiques, dont
I'interprétation est parfois débattue. Enfin, comme l'immunité spécifique des lymphocytes T est
essentielle dans le controle des infections virales, nous avons également développé un IFA semi-
automatisé sur sang-total post-stimulation avec des peptides du SARS-CoV-2, pour évaluer la
réponse immunitaire cellulaire T spécifique grace a la mesure de la sécrétion d'IFN-y. Ce test est
standardisé et adapté a une utilisation en routine clinique.

Nos travaux suggérent que la mise en place de tests robustes reflétant le statut immunitaire
fonctionnel ou permettant la mesure de la mémoire cellulaire offre de nombreuses perspectives
dans la gestion du risque infectieux des patients immunodéprimés.

Mots clés : Immunodépression ; Déficits immunitaires ; Test immunitaire fonctionnel ; Réponse de
I’h6te ; Outil de monitorage de I'immunité ; Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.
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SUMMARY

In 2022, the ability of the immune system to respond to an antigenic, infectious, or vaccine
stimulus became a central question within the scientific community. Immunosuppression is a state
in which the immune system is weakened due to an alteration, either primary or secondary, of all
or parts of its components. Regardless of its origin, this more or less lasting immune system
alteration induces an increased sensitivity and a significant morbidity and mortality linked to
infections. Measuring the functionality of the immune response is therefore essential to guide and
optimize the management of immunocompromised patients. Nevertheless, quantitative and
phenotypic tools traditionally used in routine laboratories have shown some limitations and only
partially reflect the complexity of the immune system. Ex vivo stimulation tests, called Immune
Functional Assays (IFA) enable to evaluate the functionality of the immune system, and can be used
to assess the interactions between its various components as well as potential dysfunctions.

In this work, we first confirmed the reproducibility and robustness of a standardized whole blood
IFA, by analyzing the post-stimulation transcriptomic response of healthy volunteers, using a 44-
gene immune response-related signature panel. Then, using this tool in a cohort of
immunocompromised patients having received an allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT), we highlighted an incomplete functional immune reconstitution at 6
months post-transplantation. In addition, 17 genes with an expression defect and associated with
the reactivation of Herpesvirus have been identified. This functional immune alteration was not
captured using traditional quantitative and phenotypic tests. Given the negative impact of
Herpesvirus viral reactivation in immunocompromised patients, we then evaluated within the same
cohort, the interest of IFA for prophylaxis optimization against Varicella Zoster virus (VZV) which is
a leading cause of morbidity after allo-HSCT. We developed a whole blood IFA, based on the IFN-y
gene expression analysis, post VZV stimulation. This analysis reflects the capacity of the cell-
mediated immune response, which is a key controller of viral infection and is more specific than
serological markers, the interpretation of which is sometimes debated. As specific T-cell immunity
is essential in the control of viral infections, we also designed a semi-automated whole blood IFA
post SARS-CoV-2 peptide stimulation, to assess the specific T-cell immunity through the
measurement of IFN-y secretion. This test is standardized and suitable for use in clinical routine.

Our work suggests that the establishment of robust tests reflecting the functional status of the
immune system or allowing the measurement of cellular memory offers many perspectives
regarding the management of infectious risk in immunocompromised patients.

Key words: Immunosuppression; Immunodeficiency; Immune Functional Assay; Host response;
Immune monitoring; Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribo nucléique

Ag : antigene

ALC : absolute lymphocyte count

ATG: antithymocyte globuline

BCR : B cell receptor

CAM : complexe d’attaque membranaire
CD : cluster de différenciation

CDC : centers for disease control and
prevention

CEREDIH : centre de référence pour les
déficits immunitaires héréditaires

CFU-GM : Colony-forming Unit-
Granulocyte

CLR : C-Type Lectin Receptors

CMH : complexe majeur
d'histocompatibilité

CMV : cytomégalovirus

ConA : concanavaline A

CPA : cellules présentatrices d'antigénes
CRP : protéine C réactive

CSH : cellules souches hématopoiétique
CVC : cathéter veineux central

DAMP : danger associated molecular
pattern

DC : cellules dendritiques
DCIS : déficit immunitaire combiné sévere

DCIV : déficit immunitaire commun
variable

DIP : déficits immunitaires primitifs
DIS : déficits immunitaires secondaires
DLI : donnor lymphocyte infusion(s)

ELISA : enzyme-linked immunoSorbent
assay

EBV : virus d’Epstein-Barr

GCSF : granulocyte colony-stimulating
factor

GMCSF : granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

GOF : gain-of-function

GVHD : graft vs. host disease

GvL : graft vs. leukemia

HHV®6 : virus herpés humain-6

HLA : human leukocyte antigen
HMGB1 : high mobility group box 1
HSP : heat shock protein

HSV : herpés simplex virus

IFA : immune functionnal assays

IFl : infection fongique invasive
IFN-y : interféron gamma

lg : immunoglobulines

IL : Interleukine

IRAK : IL-1 receptor associated kinase
IRF : interferon-8 response factors

[UIS : union internationale des sociétés
immunologiques

LAM/LAL : leucémie aigué myéloblastique
/ lymphoblastique
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LB : lymphocyte B

LNH : lymphomes non hodgkiniens
LOF : loss-of-function

LPD : lymphoproliferative disease
LPS : lipopolysaccharides

LRR : leucine rich repeat

LT : lymphocyte T

MO : moelle osseuse

MyD88 : réponse primaire de
différenciation myéloide 88

NFAT : facteur nucléaire des lymphocytes
T activées

NF-kB : facteur nucléaire kappa B

NFS : numération de formule sanguine
NK : natural killer

NLR : nod-like receptors

OMS : organisation mondiale de la santé
ONU : organisation des nations unies

PAMP : pathogen associated molecular
patterns

PBMC : peripheral blood mononuclear cell
PCR : polymerase chain reaction

PHA : phytohémagglutinine

PNN: polynucléaires neutrophiles

PTLD : post-transplantation
lymphoproliferative disorder

PRR : pattern recognition receptors
RLR : RIG-I-like receptors
SAg : superantigen

SARS-Cov-2 : severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2

SCID : immunodéficience combinée sévere
SCN : Staphylococcus a coagulase négative

SEA / SEB : entérotoxine staphylococcique
A/B

Sl : systéme immunitaire

SIDA : syndrome de I'immunodéficience
acquise

SIS : syndrome d’immunodéficience
sévere (SIS)

SMD : myélodysplasie

SPEA : exotoxines pyrogenes
streptococciques-A

TCR : T-cell receptor

TGF : transforming growth factor

TIR : Toll/IL-1 receptor

TLR : Toll-Like Receptors

TNF-a : facteur de nécrose tumorale alpha
Treg : lymphocytes T régulateurs

TREM-1L : triggering receptor expressed
on myeloid cells 1

TRIF : TIR-domain containing adaptor
protein inducing interferon-6

TSST-1 : toxine du syndrome de choc
toxique

UV : ultraviolets
VEGF : vascular endothelial growth factor

VIH : virus de I'immunodéficience
humaine

VRS : virus respiratoire syncytial

VZV : virus varicelle-zona
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INTRODUCTION GENERALE

L'immunodépression, que I'on peut définir comme une altération des défenses immunitaires
affectant tout ou partie des composants du systéme immunitaire, touche environ 1/108™¢ de
la population mondiale. Elle peut étre causée par une multitude de facteurs qui permettent
de classer les sujets atteints dans deux grandes catégories nommées Déficit immunitaire
primitif (DIP) ou secondaire (DIS). Le point commun a l'ensemble des personnes
immunodéprimées est le risque infectieux associé, représentant I'une des causes majeures de

mortalité.

Comprendre les altérations immunitaires est donc un enjeu crucial pour adapter les
prophylaxies anti-infectieuses et restaurer les composants ou voies immunitaires altérés, via
I'injection d’immunoglobulines, la transplantation de cellules souches ou la thérapie génique.
Ainsi, il est nécessaire d’apprécier le degré d’immunodépression a I'aide d’outils capable

d’identifier les composants/compartiments défaillants.

Or, les marqueurs traditionnels tels que les numérations des sous-types lymphocytaires,
habituellement utilisés pour caractériser I'immunodépression, présentent de nombreuses
limites. En effet, certains déficits immunitaires, primitifs ou secondaires peuvent engendrer
des défauts phénotypiques ou fonctionnels des cellules, et ce, malgré une quantité normale.
Suscitant ainsi le besoin de développer des tests fiables reflétant le statut fonctionnel de la

réponse immunitaire des patients immunodéprimés.

Au cours de l'introduction bibliographique de ce manuscrit, nous présenterons dans un
premier temps les déficits immunitaires, en mettant I'accent sur leur définition, leur
classification, leur incidence, ainsi que sur le risque infectieux et la mortalité associé. Nous
détaillerons également les principales altérations immunitaires décrites dans les différentes
situations d'immunodépression. Ensuite, nous aborderons spécifiquement le contexte de la
greffe de cellules souches hématopoiétique (CSH). En effet, ce traitement de référence des
hémopathies malignes et non-malignes, représente un modeéle d’étude unique pour

appréhender les altérations immunitaires.
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Avant la transplantation, les receveurs de CSH subissent un « reset » du systéme immunitaire,
caractérisé par la perte du répertoire immunitaire spécifique, puis restent immunodéprimés
sur de longues périodes chiffrables en mois voire en années, avec un profil de reconstitution
immunitaire graduel et individuel. La description des altérations immunitaires chez ces

patients a constitué I'un des axes principaux de mon travail de thése.

Enfin, nous terminerons notre partie bibliographique sur les différents outils permettant
d’évaluer le statut immunitaire, détaillant les principales limites de ces tests dans le
monitoring des patients immunodéprimés. Certaines de ces limites peuvent étre comblées
par I'utilisation de tests immunitaires évaluant la fonction immunitaire aprés une stimulation
ex vivo, nommé IFA de I'acronyme anglophone de « Immune Functional Assays ». Nous
terminerons cette partie bibliographique par une revue scientifique publiée décrivant les
principaux IFA, leurs domaines d’application et leur potentiel intérét dans le contexte des

déficits immunitaires secondaires hors-VIH.

Nous présenterons ensuite les résultats de nos travaux personnels qui ont porté sur
I’évaluation d’un IFA standardisé sur sang-total, basé sur l'analyse de transcrits post
stimulation par du lipopolysaccharide (LPS) et de I'entérotoxine staphylococcique B (SEB). Puis
nous 'utiliserons pour caractériser la reconstitution immunitaire de receveurs I'allogreffe de
CSH a 6 mois post transplantation. Nous présenterons également les résultats ayant porté sur
I’évaluation de la mémoire immunitaire cellulaire spécifique du VZV et du SARS-CoV-2. Enfin,
nous évaluerons dans chacun de nos axes de travail la valeur ajoutée des IFA comparée aux

techniques classiques d'immunomonitoring.

Nous conclurons sur I'implication et les perspectives de nos travaux dans la mise en place des
tests immunitaires fonctionnels pour la prise en charge des patients immunodéprimés,

notamment dans la gestion du risque infectieux.
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REVUE DE LA LITTERATURE

1. immunodépression

1.1. Définition

Le systeme immunitaire (Sl) est un ensemble de mécanismes et d'interactions complexes
mis en place par I’h6te pour se défendre en réponse a tout élément extérieur (non-soi)
reconnus comme pouvant perturber son homéostasie. Les éléments du non-soi ou antigenes
(Ag), peuvent étre des bactéries, champignons, virus, parasites, un greffon ou enfin des
cellules cancéreuses. Le SI met en ceuvre de nombreux organes, tissus, cellules et médiateurs
solubles, chacun de ces composants ayant un role prépondérant dans le maintien de
I’'homéostasie.

La réponse de I’hOte a I’Ag est composée de trois principales lignes de défenses, les barrieres
physiques ; la réponse immunitaire innée, rapide et non-spécifique ; et la réponse immunitaire
adaptative spécifique présentant des capacités de mémoire immunitaire. Chez une personne
dite saine, la mise en place de cette réponse immunitaire entrainera I’élimination du corps

étranger, présent au sein de |'organisme.

« Tous les mécanismes vitaux, quelques variés qu’ils soient, n’ont toujours qu’un but, celui de

maintenir I'unité des conditions de la vie dans le milieu intérieur ». Claude Bernard, 1865

Certains individus peuvent néanmoins présenter des déficiences immunitaires, on parle alors
d’'immunodépression. Bien qu’il n’existe pas de définition officielle, I'immunodépression est
décrite comme une altération des défenses immunitaires affectant tout ou une partie des
composants du systéme immunitaire. Elle caractérise un état ou le systeme immunitaire n’est
plus capable de faire face aux agressions extérieures, rendant ainsi ces individus vulnérables
a des conditions qui ne seraient pas préoccupantes pour des personnes en bonne santé.
Indépendamment de I'origine causant I'immunodépression, cet affaiblissement des défenses
immunitaires entraine un risque infectieux particulierement élevé chez I'ensemble des
personnes immunodéprimées, faisant de ce parametre I'un des diagnostics principaux de
I'immunodépression. Les infections d’origine bactériennes, virales ou fongiques, représentent
ainsi une cause majeure de morbi-mortalité chez les personnes immunodéprimées et sont

généralement fréquentes, prolongées et inhabituelles ou anormalement sévéres.
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Les personnes immunodéprimées sont également plus a risque de développer de maniére
accrue des maladies auto-immunes (1-4) ou des cancers (5,6). La prise en charge de ces

personnes immunodéprimées constitue alors un véritable enjeu de santé publique.

De multiples causes peuvent étre a I'origine d’une immunodépression (Figure 1). Elles
peuvent étre d’origine génétique, on parle alors de déficits immunitaires primitifs (DIP); étre
induites par des facteurs extérieurs ou étre la conséquence de maladies et de leurs

traitements associés, on parle alors de déficits immunitaires secondaires (DIS).

Figure 1. Les différentes sources d’'immunodépression — Source personnelle
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1.2. Historique

L’historique des découvertes associées a I'immunodépression est complexe étant donné le
nombre important de facteurs pouvant conduire a cet état, quelques dates majeures peuvent
néanmoins étre soulignées (Figure 2). L'une des premiéres descriptions associables aux

altérations immunitaires daterait de 1871 et serait I'ceuvre de Rudolf Virchow (1821-1902).
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Considéré comme le fondateur de la pathologie cellulaire, ses travaux supposaient que les
maladies étaient le résultat d'un dysfonctionnement des cellules de notre corps. Dans une
autre vision, Elie Metchnikoff met en évidence en 1882 le réle critique de la phagocytose et
de la destruction intracellulaire dans la défense de I'h6te (7), tandis que Behring et Ehrlich en
1890 soulignent I'activité cruciale des anticorps en contrepartie des activités toxiques des
bactéries (8). Ces deux découvertes de la fin du XIXe siecle mettent en avant le role primordial
des interactions étroites entre les facteurs de I'hote et les agents pathogénes dans le contréle

de I'infection.

Figure 2. Historique des découvertes associées a I'immunodépression — Source personnelle
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Il faut ensuite attendre le milieu du 20%™¢ siécle pour voir apparaitre les premiéres descriptions
de déficits immunitaires, principalement d’origines primitifs.

En 1937, Alfred Wiskott décrit au sein d’une fratrie un syndrome induisant une thrombopénie,
des diarrhées sanglantes, de I'eczéma et des otites récidivantes. Ces observations seront
confirmées dans d’autres familles en 1954 par Robert Aldrich, donnant a ce syndrome le nom

de Wiskott-Aldrich.
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En 1950, Eduard Glanzmann et Paul Riniker découvrent un lien entre 'absence de lymphocyte
et des infections a Candida albicans. L'une des dates clés dans I'histoire des PID est la
découverte en 1952 par Ogden Bruton de I'agammaglobulinémie liée a I'X. Enfin, en 1954
Robert Good découvre une maladie granulomateuse mortelle connue maintenant sous le nom
de granulomatose septique chronique.

Si la découverte de nouveaux syndromes a rythmé la description des DIP, pour les DIS
I’historique est plus disparate étant donné la diversité des facteurs extérieurs conduisant a un
état d’'immunodépression. Quelques dates majeures peuvent néanmoins étre a retenir,
notamment la découverte du Syndrome de I'lmmunodéficience Acquise (SIDA) en 1981, puis
en 1983 du virus de I'immunodéficience Humaine (VIH) qui lui est associé (9), cause majeure
d’immunodépression ayant causé la mort de plus de 36 millions de personnes dans le monde.
L'avenement des traitements immunosuppresseurs tels que les corticoides en 1933 (10) et la
ciclosporine en 1972 (11) a également été I'une des premiéres causes iatrogenes d’origine

médicamenteuse des DIS.

1.3. Les déficits immunitaires primitifs

1.3.1. Description

Les déficits immunitaires primitifs regroupent un ensemble hétérogene d’environ 400
syndromes rares liés a des troubles génétiques altérant le fonctionnement du systéme
immunitaire. Les DIP peuvent se révéler tout au long de la vie, mais sont généralement
présents des la naissance et dans la majorité des cas héréditaires. Les techniques de pointes
de séquencage génétique ont permis une meilleur identification des DIP (12), passant d’une
centaine de genes altérés recensés dans les années 2000 (13) a environ 450 genes a ce jour
(14,15). Il s’agit de genes codants pour des protéines ayant des roles centraux dans le
développement, l'entretien et la fonction des cellules et des différents composants du
systeme immunitaire. Leur mutation entraine une perte d’expression, une perte ou un gain

de fonction (LOF et GOF, de I'anglais loss-gain of function) (Figure 3).
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Figure 3. Mécanismes physiopathologiques des DIP — D’apres (16)
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Leur modification fonctionnelle conduit a une immunité aberrante dont les manifestations
cliniques et complications associées sont hétérogenes telles que des réactions auto-immunes,
des allergies sévéres, des maladies auto-inflammatoires ou des pathologies malignes. Les DIP
sont également responsables de maladie mortelle tel que le déficit immunitaire combiné
sévere (DCIS) dont I'incidence annuelle européenne est estimée a environ 1/60 000 naissances
(17). De plus, la plupart des troubles sont associés a une sensibilité accrue aux infections, qui
en I'absence de traitement peuvent devenir chroniques, sévéres, et dans les cas les plus
extrémes fatales. Les agents infectieux responsables peuvent étre variables selon les DIP et le

compartiment immunitaire affecté (15).

1.3.2. Classification

Les DIP sont classés principalement en fonction du compartiment du systéme immunitaire
altéré. Les principaux déficits étant liés i) a la phagocytose ; ii) aux protéines du complément ;
iii) a laréponse humorale ; iv) a la réponse cellulaire ou v) a la combinaison des deux réponses.
Le comité d’experts de I'Union internationale des sociétés immunologiques (IUIS) a mis a jour
en 2019 la classification des déficits immunitaires primitifs. Considérée comme la référence
actuelle des connaissances de ces pathologies elle regroupe les DIP en 10 grandes catégories

en fonction de I'atteinte majoritaire (Tableau 1).
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Tableau 1. Liste non exhaustive des différentes catégories de PID et exemples associés —
Adapté d’apres IUIS classification (15)

Immunodéficiences combinées
e Déficience en CD3, CD4, déficit immunitaire combiné sévere

Immunodéficiences combinées avec caractéristiques syndromiques
e Syndrome de Wiskott-Aldrich ; Syndrome de DiGeorge

Déficiences d’anticorps
e Agammaglobulinémie ; déficit sélectif en IgA, ; Déficit immunitaire commun variable (DICV)

Maladies du déréglement immunitaire
e Lymphohistiocytose familiale ; syndrome lymphoprolifératif avec auto-immunité

Défauts congénitaux des phagocytes
e Syndrome de Kostmann ; Granulomatose septique chronique ; neutropénie

Défauts de I'immunité intrinséque et innée
e Encéphalite Herpétique ; Déficience de la voie de signalisation TLR

Maladies auto-inflammatoires
e Interféronopathies de type 1 ; Fievre méditerranéenne familiale

Déficiences du complément
e Déficience C1, C2, C3; Infections par des organismes encapsulés

Insuffisance de la moelle osseuse
e Anémie de Fanconi ; syndrome MIRAGE

Phénocopies des PID
e Syndrome lymphoprolifératif auto-immun ; syndrome de Good

CD, cluster de différenciation ; Ig, immunoglobuline ; TLR, Toll-like receptor

1.3.3. Incidence

Dans le monde, I'incidence globale rapportée des DIP est d'environ 1 personne sur 10 000, ce

chiffre, variable entre chaque pays, n’est qu’une estimation probablement sous-estimée en

raison d’'un nombre important de diagnostic manqué (18). Néanmoins, une récente étude

décrit une augmentation de 47,9 % de la prévalence mondiale de patients identifiés avec un

DIP entre 2013 et 2021 (14).

Les trois plus importantes prévalences concernaient les déficiences d’anticorps (42 %), les

immunodéficiences combinées avec caractéristiques syndromiques (12 %) et enfin les

déficiences non spécifiées (11 %) (14). En France, au 15/06/2021 les DIP concernaient plus de

8 000 personnes, avec une proportion légérement augmentée chez les individus du genre

masculin (19) (Figure 4).

Ne pas copier — Propriété de BioMérieux

30



Figure 4. Altérations et incidence des DIP — Source personnelle
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1.4. Les déficits immunitaires secondaires

1.4.1. Description

Les déficits immunitaires secondaires sont beaucoup plus fréquents que les déficits
immunitaires primitifs et se développent généralement plus tard au cours de la vie. lls ne sont
pas d’ordre génétique, mais résultent de facteurs extérieurs de différentes natures pouvant
affecter un hote doté d'un systéme immunitaire intrinsequement normal. Les DIS ont un large
spectre de présentation, principalement en fonction de la sensibilité de I'h6te et de I'ampleur
du facteur externe responsable, I'exemple le plus parlant étant la dose de médicaments
immunosuppresseurs qui aura une plus ou moins forte incidence sur [Iétat
d’'immunodépression.

Par comparaison aux DIP, il n’existe pas de classification officielle pour les DIS, néanmaoins les
différents facteurs pouvant induire une immunodépression peuvent étre regroupés selon leur

origine par exemple comportemental, physiologique ou iatrogénique.
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1.4.2. Incidence
Il est également difficile d’estimer le nombre de personnes en France ou a travers le monde
présentant une immunodépression induite par une cause non-génétique. Néanmoins,
I'incidence de facteurs extérieurs a I'origine de cet état peut étre estimée (Figure 5).
A titre d’exemple, physiologiquement la population mondiale 4gée de plus de 65 ans passera
de 9 % en 2019 a 16 % d’ici 2050 (20). Ce cap de 65 ans est associé a une immunosénescence
caractérisée par une réduction progressive de la capacité a déclencher des réponses anticorps
et cellulaires efficaces contre les infections ou aprés vaccination (21).
La prématurité, par définition toute naissance viable survenant avant 37 semaines
d’aménorrhées, concerne également plus d’un nouveau-né sur 10 dans le monde soit environ
15 millions chaque année (22). Les nourrissons prématurés en raison d'un systeme
immunitaire immature et déficient présentent également un risque accru de contracter des
infections, principalement nosocomiales (23-25).
La malnutrition, englobant a la fois la sous-alimentation et la suralimentation, qu’elle soit liée
a une maladie ou a une situation économique, est également I'une des principales causes
d'immunodéficience dans le monde (26,27). Selon les chiffres de I'organisation mondiale de
la santé (OMS), 1,9 milliard d'adultes sont en surpoids ou obeses et 462 millions souffrent
d'insuffisance pondérale. La malnutrition peut compromettre la disponibilité des composants
du complément et la fonction des phagocytes, induire une atrophie de la moelle osseuse et
du thymus et donc de I’hématopoiése, diminuer la fonction biologique de différents types
cellulaires (lymphocytes B, macrophages) et altérer la fonction des lymphocytes T mémoire
effecteurs (26-29).
L'immunodépression post-traumatique, regroupant par exemple le choc septique, les
brllures ou encore les chirurgies lourdes, induit des diminutions au niveau des lymphocytes
T, de la sécrétion de cytokines majeures telles que IFN-y, IL-2 et TNF-a , et de |'expression de
HLA-DR, ce qui conduit a une augmentation de la vulnérabilité des patients a contracter des
infections (30). Deux importantes études réalisées au Japon et aux USA rapportent des taux
d’infections d’environ 6 % des patients hospitalisés post-traumatique (31,32). De plus le sepsis,
défini en 2016 comme un dysfonctionnement d'un ou plusieurs organe(s) potentiellement
mortel causé par une réponse de I'h6te dérégulée a une infection (SEPSIS 3)(33), toucherait
environ un tiers des patients admis en soins intensifs dans le monde soit environ 48.9 millions

de cas.
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Au cours de sa phase tardive on observe un important état d'immunodépression qui conduit
a un échec de I'éradication des infections primaires et a l'acquisition d'infections secondaires

potentiellement mortelles.

Figure 5. Liste non exhaustive de DIS et incidence associée — Source personnelle
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A la fin de I'année 2020 le VIH avait infecté 37.7 millions de personnes (34), faisant de cette
infection encore a ce jour I'une des principales causes d'immunodéficience secondaire dans
le monde. A titre d’exemple 1.5 millions de personnes ont été nouvellement diagnostiquées
et on estimait que plus de 6 millions de personnes ignoraient qu'elles vivaient avec le VIH en
2020 (34). Cette infection virale, causée par les rétrovirus VIH-1 et VIH-2, est responsable de
la destruction progressive du réservoir de lymphocytes T CD4* (CD, cluster de différenciation)
et de I'altération de la fonction de I'immunité a médiation cellulaire (35). L'infection par le VIH
peut induire le SIDA qui va alors entrainer une augmentation accrue du risque d’infections

opportunistes et de survenue de cancers (36).
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En 2020, on estimait a 19.3 millions le nombre de nouveaux cas annuels de cancer a travers
le monde (37). Les leucémies et les lymphomes non-Hodgkinien, cancers du sang ciblant
directement les cellules immunitaires, représentaient les 13°™¢ et 15%™¢ cancers avec la plus
forte incidence avec 544 352 et 474 519 nouveaux cas (38).

Les maladies auto-immunes et/ou inflammatoires ont une prévalence estimée comprise
entre 4 % et 5 % dans les pays développés (39). Ces maladies résultent d'un
dysfonctionnement du systéme immunitaire conduisant ce dernier a s'attaquer aux
constituants normaux de I'organisme. Par exemple, la polyarthrite rhumatoide est une
maladie inflammatoire conduisant a une destruction progressive de nombreuses articulations
et dont la prévalence mondiale est estimée entre 0.1 et 2% (40). Cette maladie induit dans un
premier temps des enraidissements des articulations et peut conduire dans les cas les plus
extrémes a une déformation articulaire et/ou une destruction tendineuse. Elle se caractérise
par la présence d’auto-anticorps, notamment le facteur rhumatoide et les anticorps anti-
peptides cycliques citrullinés (anti-CCP), ces derniers sont utilisés comme biomarqueurs pour
le diagnostic. La présence de ces auto-anticorps conduit a la formation de complexes immuns
dans les articulations entrainant une sécrétion aberrante par les cellules immunitaires de
cytokines telles que IL1, IL17, IL6 ou TNF-a, ce qui conduit a un état d’inflammation chronique
et une destruction tissulaire (41).

D’autres maladies inflammatoires, dont les origines peuvent étre diverses, représentent
également une importante cause d'immunodépression. Par exemple, le diabéete de type 2
toucherait plus de 6 % de la population mondiale, soit environ 462 millions d’individus. Cette
pathologie est responsable d’'une diminution de la fonction des neutrophiles, induit une faible
production de cytokines en réponse aux mitogénes et aux antigenes, une inflammation
chronique et une sénescence immunitaire (42,43). Les maladies inflammatoires chroniques
de I'intestin (MICI) qui regroupent majoritairement la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH) toucherait dans le monde 3,9 millions de femmes et pres de 3,0 millions
d’hommes (44). Les MICI se caractérisent par une inflammation chronique du tractus gastro-
intestinal et serait le résultat d'une réponse immunitaire incontrélée face a un élément
déclencheur (flore bactérienne, facteurs environnementaux) chez des individus
génétiquement prédisposés. Un déséquilibre de la sécrétion de cytokines clés de la réponse

immunitaire telles que TNF-a, ou IFN-y est notamment décrit (45). Ces diverses pathologies
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peuvent étre traitées en utilisant des anti-inflammatoires, tels que les biothérapies anti-
cytokiniques (anti-TNFa, anti-IL6 ou anti-IL1), et des immunosuppresseurs.

Paradoxalement, |'application de ces traitements immunosuppresseurs entraine une
augmentation des déficits immunitaires, on parle alors d’‘immunodépression iatrogénique
médicamenteuse. Parmi les plus couramment utilisés on retrouve les corticoides qui
présentent des propriétés a la fois immunosuppressives et anti-inflammatoires. lls diminuent
I’expression des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il (CMH) et la
production d’IL-2 (46) et inhibe I'activité de facteurs de transcription des génes
inflammatoires, tels que NF-kB et la protéine activatrice-1 (AP-1)(47). Les inhibiteurs de la
calcineurine, tels que la cyclosporine A et le tacrolimus, sont également couramment
employés lors de transplantation d’organes et de cellules souches hématopoiétiques ou
encore dans certaines maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux par exemple.
La cyclosporine A et le tacrolimus se lie a des récepteurs intracytoplasmiques, respectivement
la cyclophiline et FKBP12, ils forment alors un complexe qui inactive la calcineurine inhibant
ainsi la déphosphorylation et la translocation dans le noyau du facteur de transcription NFAT.
Il en résulte un blocage de la transcription des genes et de la libération des cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-2 (48). Le méthotrexate est employé dans le traitement de
maladies inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis ou les MICI ainsi
gue dans les protocoles de transplantation en raison de ses activités anti-inflammatoires et
immunomodulatrices. Initialement employé en tant que traitement anti-cancéreux, le
méthotrexate inhibe les enzymes clés impliquées dans la biosynthése des purines et des
pyrimidines telle que la dihydrofolate réductase, limitant ainsi le renouvellement des cellules
malignes. Il est également utilisé dans les maladies inflammatoires ou il agit en inhibant
I'activité de nombreuses cellules responsables de I'inflammation telles que les neutrophiles,
les macrophages ou les lymphocytes T. Le méthotrexate inhibe également I'activité des voies
NF-kB et JAK/STAT et la production de cytokine pro-inflammatoires telles que IFN-y, IL2, IL-6,
IL1B et TNF-a (49). Ainsi, ils existent un large panel de traitements immunosuppresseur dont
I'utilisation, pouvant étre combinée, sera dépendante du contexte pathologique ou clinique.
A titre d’exemple le mycophénolate mofétil, un antimétabolite inhibant I'activité des
lymphocytes T et B, est couramment employé en combinaison avec des inhibiteurs de la

calcineurine dans les protocoles de transplantation d’organes solides (50).
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L'importante incidence des pathologies dont la thérapie repose sur I'utilisation de traitements
immunosuppresseurs combinées a un accroissement de I'accés aux soins contribue ainsi
directement ou indirectement a l'augmentation des déficits immunitaires iatrogéniques

médicamenteux.

Ainsi, selon les chiffres de cette liste non exhaustive suite a ce travail de recherche
bibliographique, I'immunodépression pourrait concerner prés d’une personne sur 10 dans le
monde. Cette importante prévalence estimée nous permet donc aisément d’affirmer que la
prise en charge et le maintien de ’lhoméostasie pour ces patients est un enjeu majeur de santé

publique, notamment en raison de I'important risque infectieux associé a cet état.

1.5. Le risque infectieux dans I'immunodépression

Le risque infectieux représente le principal élément déclencheur qui oriente la recherche
de déficits immunitaires. Dans ce sens, 'association IRIS en partenariat avec le centre de
référence pour les déficits immunitaires héréditaires (CEREDIH) a décrit les 10 signes orientant
la recherche d'un déficit immunitaire primitif chez I'enfant et I'adulte (Tableau 2).
L'immunodéficience doit étre envisagée chez un patient présentant des infections
caractérisées par une fréquence accrue, un besoin d'antibiotiques parentéraux, une gravité

inhabituelle, une récupération difficile ou des agents pathogénes étiologiques peu fréquents.
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Tableau 2. Les dix signes d’alarme des déficits immunitaires primitifs — Adapté d’aprées (51)

Chez I'enfant Chez I'adulte
1. >4 nouvelles otitesen 1 an 1.>2 nouvelles otites en 1 an
, . L . 2. > 2 épisodes de sinusite sévere, en |I'absence
2. > 2 épisodes de sinusite sévere . .
d'allergie
3. >2 mois d'antibiotiques sans effet satisfaisant 3. 1 pneumonie par an pendant >1 an
4.>2 pneumonies en 1 an 4. Diarrhée chronique avec perte de poids
. . . . 5. Infections virales récurrentes (rhumes,
5. Prise de poids insuffisante ou retard de croissance . (
herpes, verrues, condylomes)
6. Abces récurrents et profonds de la peau ou des 6. Besoin récurrent d'antibiotiques intraveineux
organes pour éliminer les infections
7. Mycoses persistantes au niveau de la bouche ou 7. Abcés récurrents et profonds de la peau ou
de la peau des organes
8. Besoin d'antibiotiques intraveineux pour éliminer 8. Mycoses persistantes au niveau de la bouche
les infections ou de la peau
. . . . 9. Infection due a une bactérie normalement
9. > 2 infections profondes, y compris le sepsis .
anodine
10. Antécédents familiaux de déficit immunitaire 10. Antécédents familiaux de déficit
primitif immunitaire primitif

Dans le contexte des déficits immunitaires secondaires, les prédispositions aux infections et
les agents infectieux impliqués sont variables selon le(s) composant(s) immunitaire(s)
impacté(s) et le facteur extérieur initial causant 'immunodépression, pouvant ainsi fournir

des informations importantes pour la prise en charge des patients (Tableau 3).
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Tableau 3. Liste non-exhaustive des effets des DIS sur les composants du systéeme
immunitaire et les principales infections associées — Synthétisé d’apres (16)

Composants Facteurs extérieurs G 5
K , Susceptibilité accrue a
impactés responsables
Corticoides Bactéries extracellulaires : Staphylococcus,
Phagocytes Diabete Pseudomonas,

Chimiothérapie

Champignons : Aspergillus

Leucémie lymphoide
chronique
Myélome multiple

Lymphocytes B Chimiothérapies

Bactéries extracellulaires encapsulées :
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae ou Staphylococcus aureus

Corticoides Entérovirus
Allogreffes de CSH
Corticoides L, .
IMMUNOSUDDIESSEUrs Bactéries intracellulaires
bl Virus : CMV/EBV/VZV
Lymphocytes T Chimiothérapies Parasites : Toxoplasma
ymphocy Infection VIH ’ P

Transplantation d’organe
Greffe de CSH

Champignons : Pneumocystis,
cryptococcus

CSH, cellules souches hématopoiétiques ; CMV, Cytomégalovirus ; EBV, Epstein-Barr virus VIH ; virus
de 'immunodéficience humaine ; VZV, Varicella-Zoster virus

Bien que la récurrence des infections oriente vers le diagnostic d’'un déficit immunitaire, elle

est aussi la cause d’'une importante mortalité associée. (Tableau 4).
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Les traitements mis en place afin de limiter ce risque infectieux consiste a la réduction
d’exposition au risque environnemental et a la mise en place ou a I'adaptation d’un schéma
vaccinal. Il est également possible d’administrer une antibiothérapie préventive, ou
antibioprophylaxie. Néanmoins, |'utilisation incorrecte et/ou abusive des traitements
antibiotiques a contribué au développement et a la dissémination de bactéries multi-
résistantes, probleme majeur de santé mondiale. Une étude a notamment estimé un nombre
de 1,3 millions de déceés attribuables a I'antibiorésistance dans le monde en 2019 (70).

Sur le versant immunitaire, les principaux traitements pour les déficits immunitaires
consistent a remplacer les composants immunitaires défaillants. Qutre les traitements
expérimentaux comme la thérapie génique pour les DIP, les méthodes principalement
utilisées sont l'injection d'immunoglobulines polyvalentes par voie intraveineuse ou sous-
cutanée lorsque le patient présente un déficit d’anticorps ; I’'administration de facteurs de
croissance des granuleux (GCSF); ou la transplantation de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) en cas de déficit immunitaire cellulaire (71). De maniére spécifique
aux DIS, la restauration de la compétence immunitaire nécessite la guérison de la pathologie
sous-jacente et I'arrét de tout traitement immunosuppresseur, ce qui n’est pas toujours

possible comme par exemple en cas de transplantation d’organe.

Afin d’optimiser la prise en charge des patients au travers des thérapies immunitaires ciblées,

la compréhension de la réponse de I'hote et des différents compartiments ol des

déreglements peuvent se produire est nécessaire.

1.6. Les altérations immunitaires dans I'immunodépression

De la reconnaissance du pathogéne jusqu’a la mise en place de la réponse adaptative, la
diversité des altérations immunitaires décrites dans les cas des DIP ou des DIS affectent de

nombreux maillons de la réponse immunitaire (Figure 6).
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Figure 6. Les altérations immunitaires dans 'immunodépression — Source personnelle
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co-stimulation; CPA, Cellule présentatrice d’antigéne; DC, cellule dendritique,; DICV, déficit
immunitaire commun variable ; DIH, déficit immunitaire humorale ; Ig, immunoglobuline ; LT-LB,
lymphocyte T-B; PAMP, Pathogen-associated molecular pattern ; TCR, T-cell receptor; TLR, Toll-like
recepetor ; VIH, virus de 'immunodéficience humaine
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1.6.1. Lareconnaissance de I'antigene

Les Toll-Like Receptors (TLR) sont des molécules transmembranaires permettant d’initier
les défenses de I’hétes en reconnaissant des motifs de danger de nature non-infectieuse
nommeées DAMP (de I'anglais Danger Associated Molecular Pattern) ou des motifs microbiens
dénommés PAMP (de I'anglais Pathogen Associated Molecular Patterns). Les TLR sont dotés
d'un domaine de reconnaissance extracellulaire riche en leucine (LRR, de I'anglais leucine rich
repeat) impliqué dans la dimérisation des récepteurs et la reconnaissance des ligands et un
domaine intracellulaire impliqué dans la transduction du signal (TIR, de I'anglais Toll/IL-1
receptor). Les TLR sont exprimés par les cellules épithéliales et endothéliales et les leucocytes.
Les monocytes, macrophages et cellules dendritiques expriment le plus grand panel de

récepteurs. Chez I'homme, 11 TLR sont décrits (Tableau 5).
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Tableau 5. Ligands et localisation subcellulaire des TLR — Adapté d’aprées (72)

TLR LOCALISATION PAMP

TLR1 Membrane cellulaire  Lipopeptides des mycobactéries

Lipoprotéines des bactéries

Peptidoglycanes de bactéries Gram+

Acide lipotéchoique des Streptocoques B

Porines de Neisseria

Lipoaraninomannane des mycobactéries

Zymozan des Saccharomyces cerevisiae
Phospholipomannane de Candida albicans
Glucuronoylomannane de Cryptococcus neoformans
Mutin-type transmembran glycoprotein des trypanosomes
Hémaglutinines du virus de la rougeole

TRL2 Membrane cellulaire

TLR3 Endosome Polyinosinic-polycytidylic acid (poly IC)

Lipopolysaccharides LPS bactériens
Membrane Mannanes des champignons

TLR4 . L . .
cellulaire/endosome  Glycoinositolphospholipides des parasites

Protéines d’enveloppes virales

TLR5 Membrane cellulaire  Flagelline des bactéries flagellées

TLR6 Membrane cellulaire  Zymozan des Saccharomyces cerevisiae

TLR7 et8 Endosome ARN simple brin des virus

TLRO Endosome Cy’t05|ne"—phosphate—gua.nme (CPG) des bactéries
Hémozoine du plasmodium falciparum

TLR10 Membrane cellulaire Suggestions récentes : Borrelia burgdorferi / HIV-gp41 / L.
monocytogenes

TLR11 Membrane cellulaire Bactéries a tropisme urologique

Prolfilin-like de Toxoplasma gondii
PAMP, pathogen-associated molecular patterns; TLR, Toll-like receptor

Les TLR permettent de reconnaitre la majorité des micro-organismes et jouent donc un role
primordial au niveau de la réponse immunitaire vis-a-vis d’un pathogene. La plupart des tissus
expriment au moins un des 11 TLR, et ces derniers sont capables de reconnaitre un large panel
de composants microbiens (LPS, peptidoglycanes, mannane de levure). L'activation des TLR
induit également la libération de radicaux libres et de peptides antimicrobiens, qui
contribuent a I'élimination du pathogene, et a 'augmentation de I'expression de molécules
de costimulation (CD80 et CD86) a la surface des cellules présentatrices d’antigenes,
favorisant ainsi I’activation de la réponse adaptative. La liaison entre les ligands (DAMP/PAMP)
et les PRR (de I'anglais, pattern recognition receptors), notamment les TLR permettent ainsi
d’initier la réponse immunitaire innée et la régulation d’'une réponse adaptative face a

I'infection (Figure 7).
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Figure 7. Signalisation TLR chez I'nomme - adaptée d’apres (73)
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IFN, Interferon ; IKK, IkappaB Kinase ; IRAK, Interleukin 1 Receptor Associated Kinase; MAPK, Mitogen-
activated protein kinases ; NF-kB, Nuclear Factor Kappa B ; TLR, Toll-like receptor ; TRAF, TNF Receptor
Associated Factor

Certains déficits immunitaires primitifs induisent des altérations au niveau des TLR et/ou des
cascades de signalisations qui en découlent (74,75). C'est notamment le cas de la maladie de
Bruton ou la déficience du gene BTK, qui interagit avec diverses voies de la réponse
immunitaire (activatrices ou inhibitrices), peut entrainer la diminution (76) ou I'augmentation
(77) de la sécrétion de cytokines TLR médiée. Chez les patients atteints d’un DCIV, on observe
une diminution de la sécrétion d’IFN-a des pDC et de I'activité des cellules B post stimulation
avec un agoniste du TLR9 (78).

De maniere similaire, plusieurs déficits immunitaires secondaires peuvent induire des
altérations des TLR. Chez les patients dialysés pour une insuffisance rénal chronique (79) une
diminution de I'expression du TLR4 est induite par une stimulation continue des endotoxines
contenues dans le dialysat et conduit a une plus faible sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (80).
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L’age avancé peut conduire a une réduction de la signalisation des TLR via la voie NF-kB, ce
qui induit une diminution de la production de cytokines inflammatoires et de la phagocytose
et a une altération du chimiotactisme et de la capacité de présentation de l'antigéne (81,82).
L’infection par le VIH induit une augmentation de I'expression des TLR (notamment TLR2 et
TR4) dans différentes cellules, conduisant a une surproduction de cytokine pro-inflammatoire
(83), I'effet bénéfique ou néfaste de I'interaction des TLR dans la pathogénése du VIH est
néanmoins sujet a discussion (84). D’autres DIS peuvent également induire des altérations des

TLR telle que la malnutrition (85).

1.6.2. Laréponse inflammatoire

Une fois le pathogene introduit dans I'organisme et reconnu, le systéme immunitaire est
activé dans le but d’éliminer le pathogene, il déclenche alors une cascade de processus
inflammatoires localisés au niveau du site de l'infection et articulés en différentes phases

distinctes (Figure 8).

Figure 8. Induction de la réponse inflammatoire par les mécanismes immunologiques —
Adapté d’apres (86)
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Dans un premier temps, I’activation des PRR va induire la libération de différents médiateurs
de lI'inflammation tels que des cytokines ou chimiokines. La libération de ces molécules va
induire I'attraction des cellules compétentes au niveau du site inflammatoire (cellules
phagocytaires), 'augmentation de la destruction (opsonines) et la présentation de I'antigéne
aux lymphocytes T. La derniere étape de la réponse inflammatoire correspond a la réparation
du tissu lésé. Parmi les cytokines produites lors de la réponse inflammatoire aigué, on retrouve
les membres de la famille du TNF, les facteurs de croissance hématopoiétiques, I'lL-1 (IL-1, IL-
18) et les interférons de type I. D'autres médiateurs sont également impliqués tels que la
famille des IL-6 (IL-6, IL-27 et LIF), IL-33, VEGF (de I'anglais Vascular Endothelial Growth Factor),
TREM-1L (de I'anglais Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 1), CXCL8 (CXC motif
chemokine ligand 8), ou CCL5.

Lorsque les mécanismes compensatoires notamment via les cytokines anti-inflammatoires (IL-
10 et le TNF-B) tardent a se mettre en place, la sécrétion massive de cytokines est alors
qualifiée d’orage ou de « rush » cytokinique, conduisant alors a un état pathologique d’hyper-
inflammation systémique.

Combiné aux altérations de la reconnaissance de I'héte, les déficits immunitaires, primitifs ou
secondaires, peuvent également altérer tout ou partie de cette réaction inflammatoire. Les
déficits immunitaires iatrogéniques médicamenteux en sont un exemple concret, notamment
I'utilisation d’anti-inflammatoires tels que les corticoides (46) ou de traitements anti-
cytokines clés de l'inflammation tels que IL1, IL6 ou TNF-a, utilisés notamment dans les

maladies auto-immunes (87).

1.6.3. Lafonction phagocytaire

La phagocytose de l'agent pathogéne par une cellule phagocytaire comme les
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, et les polynucléaires neutrophiles (PNN)
est également initiée apres la reconnaissance du pathogéne. Les monocytes ont pour
fonctions principales la phagocytose des pathogenes, la présentation des antigénes aux
lymphocytes T, et la production de cytokines. Les cellules dendritiques (DC) sont de puissantes

cellules présentatrices d'antigenes (CPA) permettant I'activation des lymphocytes T.
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Deux grands sous-ensembles de DC sont reconnus : i) les DC plasmacytoides (pDC) circulantes
et capables de produire de I'lFN de type | en réponse a un antigéne viral, et ii) les DC myéloides
(mDC) qui migrent vers les organes lymphoides secondaires une fois activés par la
phagocytose des agents pathogenes ou la détection de signaux de danger endogenes.

Les PNN sont recrutés au niveau du site inflammatoire et s’infiltrent ensuite dans les tissus via
I’expression de chimiokines et de molécules d’adhésion suite a une infection par un pathogene.
Une fois activés les PNN vont phagocyter les pathogénes et libérer des molécules
antimicrobiennes présentes dans leurs granules. Cette phagocytose est réalisée sous
différentes étapes (opsonisation, chimiotactisme, adhésion, ingestion et destruction). La
phagocytose est également a I'origine de la formation du signal de danger, et entraine in situ

une réaction inflammatoire (Figure 9).

Figure 9. Les différentes étapes de la phagocytose — Adapté d’apres (88)
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Différents contextes d'immunodépression peuvent également étre a |'origine d’une altération

de la fonction phagocytaire.
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Ces déficits peuvent étre iatrogéniques médicamenteux comme lors de ['utilisation de
traitement anti-inflammatoire et immunosuppresseur qui entraineront une inhibition du
chimiotactisme (89); pathogéniques comme pour le diabéte olU [I'environnement
hyperglycémique et les changements métaboliques entrainent un chimiotactisme et une
phagocytose défectueuse des macrophages (90,91) et des neutrophiles (92) ; ou enfin d’ordre
génétique comme pour le syndrome de Down ou une diminution du marqueur d’activation
des neutrophiles CD11b est décrit (93). Les altérations de la phagocytose peuvent également
étre induits par une diminution spécifique d’'un type cellulaire, par exemple avec la
neutropénie, i.e. la diminution du nombre de polynucléaires neutrophiles circulants. On
observe notamment une diminution de la réserve et de la fonction des neutrophiles lors de la
période néonatale (94,95), une forte neutropénie induite par [I'utilisation d’agents
cytotoxiques (96) ou a la suite de cancers et de leurs traitements associés (chimio-
radiothérapies) (97,98). Enfin, une neutropénie chronique est observée en cas d’infection par
le VIH (99) ou dans certains DIP comme la neutropénie congénitale sévere (syndrome de

Kostmann) (100).

1.6.4. L'activité NK

Les cellules tueuses naturelles (NK, de I'anglais natural killer) sont de grands lymphocytes
granuleux issus de la lignée lymphocytaire, localisés généralement dans les tissus, également
impliqués dans la réponse immunitaire innée. lls ont pour principales fonctions de participer
al’élimination des cellules défectueuses, comme les cellules tumorales, et au contréle précoce
des infections microbiennes. Les NK sont des cellules cytotoxiques ne nécessitant pas
d’exposition préalable a I'antigene. lls sont en mesure d’éliminer le pathogéne ou la cellule
endommagée par différents processus comme la dégranulation ou la stimulation des
récepteurs de 'apoptose. Les NK ont également un réle dans la réponse inflammatoire initiale
en produisant des cytokines pro-inflammatoires et immunorégulatrices (exemple IFN-y, IL10,
GM-CSF), permettant ainsi leur colocalisation avec d’autres cellules hématopoiétiques comme
les cellules dendritiques au niveau du site d’infection. Les NK contribuent également a
I'initiation et au fagconnement de la réponse immunitaire adaptative grace a la distribution de

débris et a la sécrétion de cytokines effectrices.
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lIs existent plusieurs déficits de NK nommés NKD (pour NK deficiency). lls sont définis comme
un sous-ensemble de DIP dans lequel une anomalie des cellules NK représente un défaut
immunologique majeur entrainant I'immunodéficience clinique du patient. Ces classifications
distinguent les cNKD (de I’anglais classical) dans lesquelles les cellules NK sont absentes ou en
tres faible quantité et les fNKD (de I’anglais functional) ol les NK sont présentes en nombre
normal, mais ne fonctionnent pas. A ce jour, 6 génes altérés ont été publiés comme causant
au moins en partie une NKD, dont 5 cNKD et 1 fNKD (101). Différents déficits immunitaires
secondaires sont également responsables d’une altération de la fonction des NK. Chez les
nouveau-nés, il est décrit que le répertoire de cellules NK malgré qu’il soit phénotypiquement
formé présente un défaut de fonction (102), principalement une capacité cytolytique
inférieure qui pourrait contribuer a l'immaturité du systéme immunitaire néonatal (103). Au
cours du sepsis, des variations quantitatives et/ou fonctionnelles des NK sont observées (104),
leurs effets bénéfiques ou néfastes sont néanmoins encore discutés. Enfin, il est également
rapporté que les personnes présentant une faible cytotoxicité des cellules NK sont plus

sensibles au cancer (105).

Sans étre exhaustif, cette partie met en évidence que de nombreux déficits immunitaires
peuvent impacter divers mécanismes de la réponse immunitaire innée. Cette réponse est la
premiere ligne de défense de I'organisme contre un élément du non-soi, et ces mécanismes
sont immédiats et peuvent conduire a I'élimination du pathogéne. Dans le cas d’infection
persistante la réponse immunitaire adaptative qui est la seconde ligne de défense de

I’organisme va intervenir en complément et en paralléle de I'immunité innée (106).

1.6.5. Laréponse lymphocytaire

La réponse adaptative met en jeu deux familles de cellules lymphocytaires qui different

par la nature de leurs récepteurs membranaires : les lymphocytes B et les lymphocytes T.
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1.6.5.1. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B expriment le récepteur des cellules B (BCR, de I'anglais B cell receptor)

divisé en deux parties : une immunoglobuline membranaire servant de fragment de liaison au

ligand et un hétérodimere transmembranaire servant de fragment de transduction du signal

(107) (Figure 10).

Figure 10. Le récepteur des cellules B (BCR) — Source personnelle
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Les lymphocytes B représentent 5 a 15 % des lymphocytes totaux présents dans le sang et

sont produits a partir des cellules souches hématopoiétiques (CSH) apres une succession

d’étapes de différenciation. Les premieres étapes sont réalisées au sein de la moelle osseuse

et sont indépendantes de |'antigene, les secondes sont réalisées aprés migration des

lymphocytes B vers les organes lymphoides secondaires et sont dépendantes du contact avec

I'antigéne. L'ensemble des états par lesquels transitent les lymphocytes B au cours de leur

différenciation/maturation, de la cellule souche au plasmocyte en passant par la forme

mémoire, sont identifiables grace a des CD spécifiques (Figure 11).
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Figure 11. Maturation des lymphocytes B — Adapté d’aprés (108)
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L’activation des lymphocytes B immatures sera engagée apres reconnaissance de I'antigéne
par les immunoglobulines (Ig) M membranaires présentes a leur surface. Cette liaison va
induire un signal d’activation intracellulaire conduisant a la prolifération clonale et a
I’activation des LB. Leur maturation en plasmocyte sera réalisée aprés la formation d’une
synapse immunologique avec les lymphocytes T. Les lymphocytes B produisent des
immunoglobulines de forte affinité mais peuvent également étre des CPA et produire des

cytokines qui régulent la fonction immune.

1.6.5.2. Les lymphocytes T

Les lymphocytes T expriment a leur surface le TCR, un hétérodimére composé de trois portions
(transmembranaire/extracellulaire/intracellulaire) et constitué de deux chaines (a/B ou y/8)
liées I'une a I'autre par un pont disulfure (107). Cet hétérodimere est associé a 4 protéines
transmembranaires : CD3y, §, g, et { et forment ensemble le complexe TCR/CD3. Le TCR aura
pour fonction la reconnaissance de I'antigene, le CD3 aura pour rdle la transmission intra-
cytoplasmique du signal. Le complexe TCR/CD3 confére aux lymphocytes T la propriété de
reconnaitre des fragments peptidiques antigéniques associés aux molécules du CMH présenté

par les CPA et ceci de maniéere spécifique (Figure 12) (107).
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Figure 12. Le complexe récepteur des lymphocytes T (TCR)/CD3 — Source personnelle
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Les lymphocytes T sont produits dans la moelle osseuse et migrent vers le thymus ou ils se
différencient en lymphocytes T auxiliaires (CD4") ou cytotoxiques (CD8*), puis entrent dans le
systéme circulatoire apres maturation. lls représentent 80 % des lymphocytes totaux.

Les lymphocytes T CD4* naifs sont activés selon trois signaux distincts i) la reconnaissance via
le TCR d’un peptide antigénique présenté par le CMH de classe Il d’'une CPA, ii) I'activation du
signal de costimulation via la liaison de CD28 exprimé a la surface des lymphocytes T avec ses
ligands CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2) exprimés a la surface des CPA et enfin iii) la sécrétion de
cytokines modulatrices des fonctions effectrices comme IL4 ou IL12.

Une fois activées, ils proliferent et sécretent un panel varié de médiateurs en fonction de la
nature de l'antigene présenté. Les lymphocytes T CD4* sont considérés comme les chefs
d’orchestre de la réponse immunitaire adaptative et agissent via l'interaction cellule-cellule
ainsi que par la sécrétion de cytokines. La réponse a médiation cellulaire sera privilégiée dans
le cas d’une infection par un virus ou un micro-organisme intracellulaire ; la réponse a
médiation humorale dans le cas d’allergenes ou de parasites extracellulaires.

Les lymphocytes T CD8* sont activés lorsqu'ils reconnaissent I'antigene présenté par des
molécules du CMH de classe I. En réponse, ils libérent des substances cytotoxiques, telles que
les perforines ou les granzymes, induisant I'apoptose de la cellule ciblée. Une troisieme
population de lymphocytes T sont les T régulateurs T (Treg), un sous-ensemble de

lymphocytes T CD4* ayant la capacité d'inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs.
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Les Treg sont identifiables via I'expression du facteur de transcription Foxp3, et ont pour role

de contréler la réponse immunitaire par différents mécanismes comme la sécrétion de

cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-B). Les Treg permettent d’éviter des lésions

irréversibles pour I'h6te notamment en contribuant a la prévention des réponses auto-

immunes.

Le réservoir de lymphocytes T CD4* est hétérogene, il existe en effet différents sous-types

dont le développement est contrélé par divers facteurs de transcription et présentant des

spécialités et des cytokines associées spécifiques (Th1, Th2, TH9, Th17, Th22, Tfh, Treg) (Figure

13).

Figure 13. Génération de lymphocytes T CD4* effecteurs - Source personnelle
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1.6.5.3. La coopération lymphocytaire

La formation d’une synapse immunologique avec présentation du peptide antigénique par les
CPA via le CMH au lymphocytes T naifs va permettre I'activation de clones de lymphocytes T.
Il est également important de mettre en avant la notion de coopération cellulaire lors de la
réponse immunitaire adaptative. Une fois I'antigene fixé sur le récepteur des lymphocytes B
(BCR) conduisant a leur activation, le BCR est internalisé et va induire la formation de nouveau
complexe composé de peptides dérivés de I'antigeéne et de molécule du CMH de classe Il. Ce
nouveau complexe peptide-CMH Il est alors transporté de nouveau vers la surface des cellules
B, permettant leur reconnaissance par le récepteur TCR des lymphocytes T CD4* aboutissant
a leur activation. Les lymphocytes T CD4* nouvellement activés induiront enfin I’activation
compléte et fonctionnelle des lymphocytes B et des lymphocytes T CD8* par le biais de
sécrétions de cytokines et d’interactions cellule-cellule augmentant ainsi I'efficacité de la

réponse. (Figure 14).

Figure 14. Interactions lymphocytes B-T — d’apres (109)
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La réponse immunitaire sera stoppée une fois I'antigéne piégé ou éliminé de I'organisme. La
perte de stimulation par I'antigene entraine I'arrét de sécrétion des cytokines et I'entrée en
apoptose d’une partie des lymphocytes T. Certains lymphocytes T, différenciés en cellules
mémoire, seront capables de survivre sur de longues périodes dans les ganglions
lymphatiques ou la moelle osseuse, indépendamment de la stimulation antigénique. Ce
réservoir de cellules mémoire permettra d’induire une réponse secondaire en cas de nouvelle

rencontre avec le méme antigene.

1.6.5.4. Altérations quantitatives

De maniére similaire a la réponse immunitaire innée, les déficits immunitaires peuvent altérer
également le nombre et la fonction des cellules impliquées dans I'immunité adaptative.

La caractéristique majeure de l'altération de la réponse immunitaire adaptative est une
considérable lymphopénie observée chez les patients, c’est-a-dire une faible quantité de
lymphocytes circulants. Elle peut étre globale ou porter sélectivement sur une population ou
sous-population lymphocytaire, majoritairement les lymphocytes T, et ainsi ne pas étre
reflétée par le nombre de lymphocytes totaux dans le sang (110). Les principales
conséquences associées sont les infections opportunistes et I'augmentation du risque de
pathologies malignes et auto-immunes (111). Une lymphopénie peut accompagner a la fois
les DIP et les DIS. Elle peut par exemple survenir dans des cas de déficits immunitaires
humoraux (DIH), groupe hétérogéne de pathologies au sein des DIP présentant un défaut de
production d’'immunoglobuline (Ig) (112). Les agammaglobulinémies, comme la maladie de
Bruton, entrainent une absence compléte de développement des lymphocytes B et donc une
absence de production d’'immunoglobulines, les autres compartiments cellulaires n’étant pas
impactés (113). La lymphopénie est également une des caractéristiques du Syndrome de
Wiskott-Aldrich ou des altérations du nombre et de la fonction des lymphocytes B et T sont
observées (114). Enfin, dans certains cas, un seul sous-type cellulaire est déficient tel que dans
la lymphocytopénie T CD4 idiopathique (115).

Au cours des DIS, de nombreux facteurs peuvent induire une lymphopénie. L'une des causes
les plus fréquentes dans le monde est la malnutrition protéinocalorique (116), mais la
lymphopénie peut également étre consécutive a un sepsis (117) ou a une infection virale, la

plus connue étant le VIH (118), la plus récente étant la COVID-19 (119).
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Certains troubles systémiques a caractére auto-immun peuvent également étre a |'origine
d’une lymphopénie comme le lupus érythémateux disséminé (120). Néanmoins, les facteurs
extérieurs majeurs causant une lymphopénie sont d’origine iatrogéne et résultent de
I"utilisation de chimiothérapie cytotoxique (121), de radiothérapie (122) ou de traitement

immunosuppresseurs (123).

1.6.5.5. Altérations fonctionnelles

Les altérations de la réponse immunitaire adaptative ne sont pas exclusivement quantitatives.
Certains déficits immunitaires, primitifs ou secondaires, peuvent également engendrer des
défauts phénotypiques ou fonctionnels des cellules, et ce, malgré une quantité normale de
cellules. Concernant les DIP, c’est notamment le cas pour le DICV qui est un déficit humoral
caractérisé par de trés faibles taux d’immunoglobulines, conséquence d’un défaut de
maturation des lymphocytes B malgré un nombre normal (124). C’'est également le cas pour
le syndrome d'hyper immunoglobuline M lié a I'X, ol une diminution de I'expression du CD40L
a la surface des lymphocytes T altére leur fonction et ne permet pas linitiation de la
commutation isotypique, entrainant une production exclusive d’IgM (125). Ces altérations
conduisent a une incapacité de produire une réponse immunitaire efficace contre les agents
pathogénes invasifs.

Pour les DIS, de nombreux facteurs de diverses natures peuvent une nouvelle fois étre a
I'origine d’une altération fonctionnelle de la réponse immunitaire adaptative.
L'immunosénescence par exemple est associée a une diversité restreinte du répertoire des
lymphocytes B et induit des phénotypes de lymphocytes B ayant une capacité réduite a
sécréter des anticorps, des cytokines et a présenter des antigénes (126). Elle conduit
également a une oligoclonalité des lymphocytes T associée a une capacité limitée du thymus
a générer des phénotypes naifs de LT, induisant des réponses réduites aux nouveaux
antigenes (127).

Le sepsis peut induire des profils d’épuisement ou d’anergie des lymphocytes T avec des
altérations fonctionnelles majeures comme la diminution de leur capacité a produire de I'lL-2
et de I'IFN-y ou a proliférer en réponse a une stimulation (128). Le diabéte conduirait
également a une anergie des LT, se traduisant par une faible réponse lymphoproliférative a la

stimulation par des mitogénes (129,130).
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Cette anergie pourrait étre causée par un phénotype de cellule dendritique plus mature induit
dans des conditions hyperglycémiques, entrainant une altération de la capacité proliférative
et de la survie des lymphocytes T CD4* (131). Enfin, les hémopathies malignes et non-malignes
sont également responsables d’altérations fonctionnelles des lymphocytes. A titre d’exemple,
les leucémies lymphoides entrainent des déficits de I'immunité a médiation humorale et
cellulaire avec une hypogammaglobulinémie et une forte diminution des capacités
cytotoxiques et prolifératives des lymphocytes T (132,133). Elles induisent également un
accroissement de l'activité des Tregs conduisant, via la sécrétion des cytokines suppressives

TGF-B et I'lL-10, a une importante inhibition des lymphocytes T CD4*, CD8* et NK (134).

Enfin, I'une des principales sources d’altérations fonctionnelles des cellules de la réponse
immunitaire adaptative est I'utilisation de traitements immunosuppresseurs et d’agents
cytotoxiques. Les corticoides entrainent une diminution de la production de cytokines (IL-1,
IL-6 et TNF-a), une altération du chimiotactisme leucocytaire, de I'adhésion cellulaire (135),
de la phagocytose et une anergie lymphocytaire (136,137). Les anticalcineurines notamment
la ciclosporine et le tacrolimus, utilisés dans la prévention et le traitement du rejet de
transplantation et dans la gestion des maladies auto-immunes, vont interférer avec
I'activation, la prolifération, la différenciation et la production de cytokines des lymphocytes
T en empéchant la transcription de I'IL-2 (48,138,139). Certains agents immunossupresseurs
comme le Mycophénolate Mofétil, immunosuppresseur de la famille des antimétabolites
indiqué pour la prévention du rejet aigue d’allogreffe d’organes, inhibe la synthése de novo
de nucléotides entrainant un effet cytostatique sur les lymphocytes B et T en bloquant leur
capacité de prolifération (140). Les traitements par anticorps monoclonaux sont également
responsables d’altérations de la réponse adaptative, tels que les anticorps monoclonaux anti-
CD25 qui ciblent la sous-unité alpha du récepteur de I'lL-2 empéchant la fixation de I'lL-2 sur
les lymphocytes T et inhibent leur prolifération (141). Les traitements peuvent également
cibler des cytokines spécifiques, comme les anti-TNFa ou anti-IL6, largement utilisés dans le

traitement des maladies inflammatoires chroniques (142).
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Les sources d’altérations, quantitatives et/ou fonctionnelles, des mécanismes, composants et
voies de la réponse immunitaire sont donc nombreuses et diverses. Pour les DIP, les avancées
technologiques et le développement de nouvelles méthodes ont permis d’accélérer
I'identification des défauts du systéme immunitaire et des aberrations cellulaires,
moléculaires et génétiques sous-jacentes. Ces évolutions permettent ainsi de mettre
couramment a jour la classification, d’améliorer la compréhension des différents syndromes
et d’optimiser leur prise en charge (Tableau 2). Concernant les DIS, comme décrit
précédemment, les nombreux facteurs influencant le déficit immunitaire ont des effets
spécifiques sur la fonctionnalité immunitaire et affectent différents aspects ou composants

du systéme immunitaire (Tableau 6).
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Tableau 6. Liste non exhaustive des conditions pouvant entrainer un DIS — Adapté d’apres

(89)

Condition

Effet sur la fonctionnalité immunitaire

Ages extrémes

- Période néonatale

Organes lymphoides immatures

Absence de mémoire immunitaire

Prématurés: Faible taux d'lgG maternel

Diminution de la réserve/fonction des neutrophiles
Diminution de I'activité des NK

Diminution de la signalisation des TLR

Diminution de la production de cytokines
Diminution des composants du complément.

- Immunosénescence

Diminution de lI'immunité cellulaire spécifique de I'Ag
Faible production/oligoclonalité des lymphocytes T
Répertoire des cellules B restreints

Malnutrition

Diminution de la réponse immunitaire cellulaire
Affaiblissement des barrieres muqueuses

Environnementale
- Lumiere UV

- Radiations

- Hypoxie

Augmentation de I'apoptose des lymphocytes
Augmentation de la sécrétion de cytokines tolérogenes
Cytopénies

Anergie et diminution de I'immunité cellulaire
Activation immunitaire non spécifique

Troubles métaboliques

- Diabéte

Diminution de la lymphoprolifération induite par les mitogenes
Phagocytose défectueuse
Diminution de la chimiotaxie

- Urémie chronique

Diminution de la réponse immunitaire cellulaire
Diminution de la génération de réponses anticorps mémoire
Diminution de la chimiotaxie

Anomalie chromosomique

- Trisomie 21
(syndrome de Down)

Phagocytose défectueuse
Chimiotaxie défectueuse
Défauts variables des réponses immunitaires spécifiques aux Ag

Pathologique

- VIH

Lymphopénie des T
Anergie et diminution de la réponse immunitaire cellulaire
Réponses défectueuses aux anticorps spécifiques des Ag

- Hématologique

Faible production Lymphocytes Bet T

latrogénique

- Anti-inflammatoire
- Immunomodulateurs
- Immunosuppresseurs

Lymphopénie

Anergie et diminution de la réponse immunitaire cellulaire
Diminution des cytokines pro-inflammatoires

Diminution de la phagocytose

Diminution de la chimiotaxie

- Agents cytotoxiques

Neutropénie
Affaiblissement des barriéres muqueuses

Chirurgie et trauma

Perturbation des barriéres épithéliales et muqueuses
Anergie des lymphocytes T par activation immunitaire non spécifique
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Etre en mesure d’identifier les altérations des composants immunitaires apparait donc
comme essentiel afin d’améliorer la prise en charge des patients immunodéprimés.

Un modele d’étude unique d’'immunodépression pour la mise au point de stratégies
d’évaluation de la réponse immunitaire fonctionnelle est I'allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). Les receveurs de transplantation de CSH présentent un « reset » du
systéme immunitaire, caractérisé par la perte du répertoire immunitaire spécifique qui sera
maintenue sur des longues périodes de temps puis suivie d’'un profil de reconstitution

immunitaire graduel et individuel.
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2. Un cas particulier de DIS — L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

2.1. Les cellules souches hématopoiétiques

Une cellule souche (CS) est par définition une cellule indifférenciée ayant les capacités de se
développer a l'infini par mécanisme d’auto-renouvelement, mais également de devenir une
cellule du corps humain spécifique mature via leur capacité de différenciation. Il existe quatre

grand types de CS classés selon leur stade et capacité de différenciation (Figure 15):

- CS totipotentes, présentes dans |'ceuf apres fécondation et pouvant engendrer

I’ensemble des types cellulaires présents dans le corps humain.

- CS pluripotentes, issues de I'embryon et pouvant se différencier en n’importe quel

tissu de I'organisme.

- CS adultes unipotentes et multipotentes, cellules les plus différenciées issues de la
différenciation des cellules souches foetales et pouvant respectivement engendrer un ou
différents types cellulaires au sein d’une méme lignée. Ces derniéres par leur grande capacité
d’auto-renouvélement et de différenciation spécifique permettent le maintien des organes et

tissus dans un état physiologique.

Figure 15. Différenciation des cellules souches hématopoiétiques — Source personnelle

Cellules souches

mbryon Embryon Embryon Enfant Adulte
Une cellule 5-7 jours 6 semaines L |
Cellules souches Cellules souches Cellules souches Cellules souches Cellules souches
primitives embryonnaires issues de tissus foetaux de sang de cordon adultes
j l J \\/
Totipotentes Pluripotentes Pluripotentes ou Pluripotentes ou
Multipotentes Multipotentes

60
Ne pas copier — Propriété de BioMérieux



Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont présentes chez I'adulte principalement
dans la moelle osseuse (MO) mais peuvent étre retrouvées dans le sang périphérique et dans
le sang de cordon ombilical. Les CSH, malgré leur faible nombre (0,01 — 0,05 % des cellules
médullaires) sont a I'origine de la fabrication de I'ensemble des globules présents dans le sang,
on parle alors d’Hématopoiése (du Grec aipa, aipatoc : « le sang » et ToLelv : « faire,
fabriquer »). La production des cellules présentes dans le sang est un processus physiologique
et dynamique, ou une notion d’équilibre existe entre la production des CSH par division
cellulaire (capacité d’auto-renouvélement) et la perte des CSH a la suite de leur engagement
vers les lignées cellulaires spécifiques (différenciation). Bien que les premiéres étapes de
différenciation soient communes, les CSH vont ensuite se différencier en progéniteur,
dépendant de la voie engagée, afin de former les différents composants du sang. En
s’engageant dans la voie dite myéloide, les CSH formeront différentes cellules telles que
les macrophages, les globules rouges et blancs (monocyte et polynucléaire) ou encore les
plaquettes. En s’engageant dans la voie dite lymphoide, les CSH conduiront a la formation des

différents lymphocytes (NK, B, T et plasmocytes) (Figure 16).

Figure 16. Les différentes étapes de 'Hématopoiése - Source personnelle
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CSH, cellules souches hématopoiétiques ; LB-LT, lymphocytes B et T ; NK, natural killer cells
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Les CSH sont donc capables de s’auto-renouveler a l'infini et de se différencier en plusieurs
types cellulaires permettant le maintien de I'homéostasie au sein du corps humain. Ces
caractéristiques ont conduit a l'utilisation des CSH dans le cadre de nombreux traitements
pour des troubles hématologiques et notamment pour le renouvellement des cellules

sanguines par la voie de la greffe.

2.2. La greffe de CSH
2.2.1. Dates marquantes et évolution

En 1908, le scientifique russe Alexander Maksimov décrit pour la premiére fois le terme de
«cellules souches» et émet I'hypothéese de I'existence de CSH (143). En 1912, Alexis Carrel
expérimente la greffe de reins sur des chiens et des chats, il démontre notamment que la
transplantation d’organes dépend de la capacité a connecter les vaisseaux sanguins (144). Il
décrit surtout pour la premiére fois la notion de rejet de greffe et I’existence d’autres facteurs
de I’h6te pouvant impacter ce processus ; observations par la suite confirmées par Williamson
en 1923 (145). En 1914, Franz Ernst Christian Neumann décrit la moelle osseuse comme un
organe contenant des cellules capables de donner naissance a I'ensemble des cellules du corps
humain et notamment aux cellules différenciées du sang. Dans les années 1930, Jacobson
découvre I'existence des progéniteurs CFU-GM (de I'anglais Colony-Forming Unit-Granulocyte
Macrophage) a partir de rates de souris de génotype identique. En période post-guerre dans
les années 1950, ils démontrent avec Lorenz que des cellules adultes murines contenues dans
la rate et la moelle osseuse sont capables de protéger la rate et de reconstituer le systeme
hématopoiétique de souris irradiées de maniere létale (146). L’existence des CSH sera ensuite
confirmée dans les années 1960 par les Dr McCulloch et Dr Till, notamment en 1963 ou ils
mettent en évidence des cellules auto-renouvelables dans la moelle osseuse de souris (147).
En 1958, Jean Dausset décrit le systeme majeur d’histocompatibilité humain, le systeme HLA
(de I'anglais Human Leukocyte Antigen) et démontre son importance dans la transplantation
d'organe ou la greffe de moelle osseuse (148). La méme année, les premiers essais cliniques
décrivant la faisabilité d’'une prise de greffe de moelle osseuse issue d’'un donneur différent
ont lieu, on parle alors de greffe allogénique ; aux USA par le Dr Thomas puis en France par le

Dr Mathé, qui expérimente la greffe sur cing physiciens yougoslaves irradiés (149,150).
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Les premieres réussites cliniques de transplantation allogénique de CSH via un donneur HLA-
identique apparenté interviennent peu avant les années 1970 ; par le Dr Thomas pour traiter
une leucémie (151) et par le Dr Good pour la guérison d’un syndrome d’immunodéficience

sévere (SIS)(152) (Figure 17).

Figure 17. Historique des découvertes associées a la greffe de CSH — Source personnelle
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1¢ greffede rein  Confirmation existence lere description du Découverte
sur chiens/chats du rejet de greffe Systéme HLA auto-renouvelement
cellulaire dans la MO

A la suite de ces premiers succés, de nombreux faits marquants sont intervenus dans les
années 1970-1980 notamment la découverte de CSH dans le sang du cordon ombilical (153),
I'amélioration des techniques de conservation par congélation ou encore les premieres
greffes de sang de cordon ou de moelle osseuse avec donneur non HLA-identique. Dans les
années 1980-1990, le concept de greffe de moelle osseuse évolue pour devenir greffe de CSH ;
expligué notamment par la découverte de nouvelles sources de CSH. En 1984, la découverte
de I'antigéne CD34 présent a la surface des CSH (154) a permis d’améliorer et de controler la

qualité des greffons prélevés.
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Il existe deux types de transplantation de CSH, on parle de greffe autologue lorsque I’on utilise
les propres cellules du patient a traiter ; ou de greffe allogénique (allogreffe) lorsque I'on

utilise des cellules provenant d’un donneur.

2.2.2. Activité de la greffe de CSH en France

En France au cours de I'année 2020, 77 centres ont réalisé et déclaré leur activité de greffes
de CSH, plus de la moitié d’entre eux n’ont réalisé qu’un seul type de greffe (autologue n=40,
allogénique n=4), le reste ayant eu une activité mixte (n=33). L’activité de greffe de CSH était
stable depuis 6 ans, mais a observé une légére baisse au cours de cette année, principalement

due a la pandémie de COVID-19 ayant impacté de nombreux protocoles cliniques (Tableau 7).

Tableau 7. Evolution du nombre de greffes de CSH en France — d’aprés (155)

Année 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Nombre de greffes
3003 2766 3034 3118 3125 3151 3322 3340 3168 2971

autologues
Nombre de greffes
L . 1772 1721 1872 1966 1964 1958 1902 1946 1964 1878
allogéniques
Nombres total de
greffes 4775 4487 4906 5084 5089 5109 5224 5286 5132 4849

Par souci de clarté pour la lecture de cette these, nous ne développerons par la suite que les

spécificités autour de I'allogreffe.

2.3. l'allogreffe de CSH

L'allogreffe de CSH peut avoir plusieurs objectifs, comme le remplacement ou la restauration
d’une moelle osseuse cancéreuse ou non-fonctionnelle et/ou d’un systéme immunitaire
défectueux. Elle est utilisée comme un traitement systémique pour soigner différentes
pathologies telles que les hémopathies malignes ou non malignes, les tumeurs solides, les

maladies auto-immunes ou les déficits immunitaires primitifs.

64
Ne pas copier — Propriété de BioMérieux



2.3.1.

L’ensemble

Les chiffres de I'allogreffe de CSH en France

des tableaux/graphiques présentés ci-aprés résume I'activité de greffe

allogénique en France pour I'année 2020. On recense au cours de cette année 1878 allogreffes

réalisées chez 1857 patients, donnée en augmentation par rapport aux années précédentes,

avec une répartition quasi-similaire entre donneurs apparentés et non apparentés dont

I’activité reste stable (Figure 18).

Figure 18. Evolution du nombre d’allogreffe de CSH selon le type de donneur — d’apres (155)
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Les indications d’allogreffe sont globalement identiques depuis plus de 10 ans, peu importe

I'origine du donneur ou de la source de CSH. Les hémopathies malignes représentent 90 %

des indications d’allogreffe (Figure 19).
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Figure 19. Evolution de la répartition des indications d’allogreffe de CSH - d’aprés (155)
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Les quatre principales hémopathies pour lesquelles I'allogreffe de CSH est indiquée sont :

- La leucémie aigué myéloblastique (LAM): la LAM est un cancer des cellules du sang prenant

naissance dans les cellules souches myéloides. Elle conduit a une surproduction et a un
développement anormal des cellules du sang, décrites comme leucémiques ou « immatures
». La LAM entraine des cytopénies, anémies, neutropénies et thrombocytopénies induites par
un défaut de production de différents types cellulaires. Le nombre de nouveau cas de LAM
estimé en France en 2018 était de 3 428 (156).

- La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) : la LAL est un cancer similaire a la LAM qui ne se

différencie que par 'origine du compartiment cancéreux et des cellules impactées. Les LAL
prennent naissance dans les cellules souches lymphoides et impactent le développement des
lymphocytes. Les LAL ont touché 900 personnes en France en 2018 dont 45 % d’enfants
(inférieur a 15 ans), il s’agit du cancer pédiatrique le plus fréquent (156).

- La myélodysplasie (SMD) : la SMD est une maladie touchant la moelle osseuse et dont le

fonctionnement anormal induit une sous-production des cellules sanguines normales
(globules rouges et blancs et plaquettes) provoquant ainsi une chute du nombre de cellules
sanguines circulantes. Les SMD ont touché 4 735 personnes en France en 2018 dont 61 %

d'hommes (156).
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- Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) : les LNH sont des cancers du systéeme lymphatique

qui induisent une prolifération anormale des lymphocytes B (85 % des cas) ou T (15 % des cas)
et entralnent une baisse globale de I'immunité. Il existe plus de 80 LNH répertoriés, classés
selon leur vitesse d’évolution (agressifs/indolents) et qui se différencient selon des
caractéristiques morphologiques, immunologiques, génétiques ou cliniques. Les LNH
représentent plus de 90 % des lymphomes diagnostiqués et prés de 22 000 nouveaux cas ont

été estimés en France sur 'année 2018 (156).

2.3.2. Procédure de I'allogreffe de CSH

e  Principes généraux de I'allogreffe :

L'allogreffe de CSH est réalisée selon trois grandes étapes, i) la collection des CSH, ii) le
conditionnement, ou préparation du patient a la greffe et iii) la réinjection des CSH.
L'allogreffe conduira ensuite a la reconstitution d’un nouveau systéme hématologique et
immunitaire. L'effet immunologique recherché est la réaction du greffon contre les cellules
pathologiques du receveur, nommé effet GvL (GvL de I'anglais Graft versus leukemia) ; tout
en limitant le risque de réaction du greffon contre I’h6te, nommé GvHD (GvHD, de I'anglais
Graft versus Host Disease).

En amont de la collection de CSH le malade va recevoir un traitement a 'aide d’une
chimiothérapie et/ou radiothérapie dans le but de réduire la maladie a son plus bas niveau.
De plus, de maniére spécifique a I'allogreffe le protocole de collection doit prendre en compte
en amont la compatibilité entre le donneur et le receveur. Cette compatibilité est mesurée a
partir du systéme majeur d’histocompatibilité humain HLA portant sur 6 antigénes différents
répartis en deux classes : HLA-A, HLA-B, HLA-C (Classe 1) et HLA-DRB1, HLA-DQB1, HLA-DPB1
(classe 11). On parle alors de greffe génoidentique, lorsque le donneur est de la méme famille
que le receveur (frére/sceur portant les mémes antigénes HLA) ; phéno-identique, lorsque la
greffe est faite a partir de donneurs volontaires non apparentés ; et haploidentique, lorsque

le donneur et le receveur n’ont que 50 % de compatibilité (parent, frére/sceur ou enfant).
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2.3.2.1. La préparation de I'allogreffe

e La collection des CSH :

Trois principaux réservoirs sont a présent disponibles: la moelle osseuse, le sang périphérique
et le sang placentaire. Les CSH localisées dans la moelle osseuse peuvent étre prélevées par
ponction au niveau du bassin au bloc opératoire sous anesthésie générale (durée de 2 a 4
heures). Les CSH présentes dans le sang périphérique sont recueillis par prélévement sanguin
(cytaphérése) aprés une phase de mobilisation correspondant a une stimulation de 4 jours par
des facteurs de croissance recombinant (GCSF, de I'anglais granulocyte colony-stimulating
factor ou GMCSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Enfin, le sang
placentaire est récolté au moment de I'accouchement, son utilisation est principalement
limité aux enfants le nombre de CSH étant trop faible pour greffer un adulte. Parmi les trois
sources de CSH disponible, la principale est le sang périphérique qui représente a elle seule
plus de 77 % des allogreffes réalisées indépendamment de I'origine du donneur (Tableau 8 -
Figure 20).

Tableau 8. Activité d’allogreffe de CSH, par type de donneur et d’origine du greffon. —
D’apres (155)

Source / Type de greffe Allogreffe apparentées  Allogreffe non apparentées Total
Moelle osseuse (%) 241 (26.7) 110 (11.3) 351 (18.7)
Sang périphérique (%) 658 (72.9) 788 (80.8) 1446 (77)
Sang placentaire (%) 4(0.4) 77 (7.9) 81 (4.3)
Total 903 975 1878

L'utilisation du sang périphérique est en constante augmentation, par rapport aux deux autres
sources de CSH qui ne cessent de décroitre depuis une décennie, principalement de par la plus

grande facilité de recueil des CSH dans ce compartiment (Figure 20).
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Figure 20. Evolution de la répartition des sources de greffon de I'allogreffe de CSH - d’aprées
(155)
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e Le conditionnement :

Cette seconde étape du protocole a pour objectif de préparer I'organisme du receveur a la
transplantation afin de minimiser le risque de rejet et de rechute. Le conditionnement pré-
greffe consiste en une chimiothérapie intensive et est spécifique a divers parametres comme

les antécédents médicaux, la pathologie traitée ou encore I'dge.
lIs existent deux principaux types de conditionnement utilisés dans I’allogreffe :

- Myéloablatif : ce conditionnement conduit a la destruction des cellules tumorales du
receveur par chimiothérapie et/ou irradiation corporelle totale. Il engendre en paralléle la
suppression de I'ensemble du systeme hématopoiétique et immunitaire du receveur. Ce
dernier sera alors remplacé par celui du donneur, avec pour objectif d’obtenir un effet GvL.
Malgré I'avantage bénéfique de I'effet GvL, |'utilisation de ce protocole est en diminution

notamment a cause des nombreux effets indésirables liés a la chimiothérapie intensive.

- Non-Myéloablatif ou dit « d’intensité réduite » : ce conditionnement est indiqué chez les
patients dont la chimiothérapie a fortes doses présente des risques trop importants (patients
agés, présentant des comorbidités ou ayant recu de multiples lignes préalables de
chimiothérapie). Il est basé sur |'utilisation d’une chimiothérapie associée la plupart du temps
a un traitement immunosuppresseur induisant un blocage de I'activité des lymphocytes du
receveur (sérum anti-lymphocytaire).
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Il permet alors aux receveurs de tolérer et de ne pas rejeter le greffon du donneur qui va alors
agir selon I'effet GvL contre les cellules tumorales du receveur.

L'utilisation de ce protocole de conditionnement est en progression permanente depuis une
dizaine d’années et a notamment permis 'accés au traitement par allogreffe a des patients
de plus en plus agés, augmentant de maniére constante depuis une décennie I’age moyen des

patients receveurs d’une allogreffe de cellules CSH.

e Laréinjection des CSH :

Post conditionnement les patients vont recevoir la greffe de CSH proprement dite, qui se
présente sous forme de transfusion par un cathéter veineux. La greffe peut durer de 1 a

plusieurs heures selon le nombre de cellules souches administrées.

Indépendamment du protocole de conditionnement, aprés transplantation les receveurs
d’allogreffe de CSH vont se trouver dans une phase d’aplasie profonde caractérisée par un «
silence immunitaire ». Au cours de cette phase, ils n"auront plus ou presque plus de défense
immunitaire mobilisable compte tenu de la destruction chimio-induite de la moelle osseuse
pour réduire la masse tumorale et pour limiter le risque de rejet de greffe. Cette période
d’aplasie est associée a un risque élevé de complications infectieuses (157).

Cette phase d’'immunodépression se maintiendra sur des longues périodes de temps,
chiffrables en mois, voire années et peut étre prolongée par |'utilisation de thérapies
immunosuppressives. Tant que la reconstitution immunitaire n’est pas achevée, les receveurs
de CSH peuvent présenter un risque infectieux accru, une rechute de la maladie sous-jacente

ou une GvHD.

2.3.2.2. Les effets immunologiques

Parallelement au remplacement du systéme hématologique et/ou immunitaire défectueux, la
réaction finale recherchée au travers l'allogreffe de CSH est une immunothérapie anti-
tumorale, appelée I'effet GvL. Cet effet est basé sur la reconnaissance et la destruction des
cellules tumorales restantes au sein de I'organisme du receveur, principalement par les

cellules lymphocytaires contenues au sein du greffon.
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Ce nouveau systeme immunitaire fonctionnel réduira ainsi considérablement les risques de
rechute de la maladie en supprimant les cellules cancéreuses résiduelles.

Parallélement a I'effet GvL apparaitra de maniére fréquente une complication sévére pour le
receveur qui est responsable d’une importante morbidité et mortalité nommée GvHD. Décrit
par Billingham en 1966 (158) elle correspond a une réaction des cellules immunocompétentes
présentent dans le greffon du donneur contre les antigénes « étrangers » du receveur,
reconnus comme appartenant au « non-soi ». L'effet GvL et GvHD se distingue en fonction des
cellules reconnues par les composants fonctionnels du systéeme immunitaire présents au sein

du greffon (Figure 21).

Figure 21. Effet GvL et GvH —d’apres (159)
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Il existe deux formes principales de la GvHD, la forme aigue (aGvHD, de I'anglais acute) et la
forme chronique (cGvHD, de I'anglais chronic). Elles se différencient en fonction des
manifestations cliniques (organes et tissus affectés), des symptémes et principalement du
délai de survenue (aprés ou avant les 100 premiers jours suivant I'allo-CSH). L’occurrence de
la GvHD est importante dans le contexte de I'allogreffe de CSH, elle intervient dans 30-50 %
des cas sous sa forme aigue, et affecte 30 a 70 % des patients sous sa forme chronique (160).
L’aGvHD touche principalement la peau, le foie et le tube digestif, et se manifeste par des
éruptions cutanées, une jaunisse ou des troubles gastro-intestinaux. On distingue trois formes
principales d’aGvHD, faible, modérée ou grave.
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Cette classification est effectuée en fonction du nombre et du degré de sévérité des organes

impactés (stade) et gradué de | (forme la plus légere) a IV (forme la plus grave) (Tableau 9).

Tableau 9. Manifestation clinique, stade et classification de I'aGvHD - Adapté d’apres (161)

Organe Manifestation clinique Stade

Peau Eruption érythémateuse, Stade 1=<25% d'éruption
maculopapuleuse, touchant les Stade 2=25%-50% d'éruption cutanée
paumes et la plante des pieds Stade 3 = érythrodermie généralisée
Maladie graves: Bulle Stade 4=Bulles

Tube Nausées, vomissements, crampes Stade 1= Diarrhée >500mL/jours

digestif abdominales, diarrhée, occlusion Stade 2=Diarrhée >1000mL/jours
intestinale (iléus), distension, Stade 3 = Diarrhée >1500mL/jours
saignements. Stade 4= lléus, saignement

Foie Hyperbilirubinémie et augmentation  Stade 1= Bilirubine 2-3 mg/dL
de la phosphatase alcaline Stade 2= Bilirubine 3.1-6 mg/dL

Stade 3= Bilirubine 6.1-15 mg/dL
Stade 4= Bilirubine>15 mg/dL

Grade Peau Intestin Foie
| Stade 1-2 0 0
I Stade 1-3 1 et/ou 1
i Stade 2-3 2-4 et/ou 2-3
v Stade 2-4 2-4 et/ou 2-4

De nombreux facteurs de risque peuvent étre associés a la survenue d’'une aGvHD,
notamment I'age, la différence de sexe donneur/receveur, une injection supplémentaire de
lymphocytes du donneur, une incompatibilité du systéme HLA donneur/receveur ou encore
le régime de conditionnement (162,163).

Dans ce dernier exemple, des |ésions tissulaires peuvent induire une importante production
de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL1B ou IL6) qui auront pour effet d’accentuer
I'immunogénicité des cellules de I'hote via le systéeme HLA et ainsi d’accroitre I'alloréactivité
des cellules du donneur.

La cGvHD, représente I'une des principales causes de morbi-mortalité post allogreffe et peut
par définition durer plusieurs mois/années (164). Les principaux organes touchés et leurs

manifestations associées sont décrits dans le tableau 10 ci-apreés.
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Les facteurs de risque conduisant a I'apparition d’'une cGvHD, sont globalement similaires a
ceux décrits pour la forme aigue, néanmoins la source des CSH ou I'antécédent d’une aGvHD
sont des facteurs spécifiques a la forme chronique (166).

Bien qu’il n’existe pas de traitement standard commun aux différents centres de greffe, il est
possible de prévenir la GvHD via [l'administration de divers médicaments
immunosuppresseurs permettant de réduire fortement l'activité des lymphocytes T du
donneur. Les médicaments couramment utilisés incluent les corticoides, les anti-calcineurines
(ciclosporine, tacrolimus) et les anti-métabolites (Mycophénolate Mofétil) décrits
précédemment; ils comprennent également les sérums anti-lymphocytaires
ou « antithymocyte globuline » (ATG) qui induisent I'opsonisation des lymphocytes circulants
(165). Ces traitements sont immédiatement stoppés en cas de signe de rechute de la maladie
sous-jacente, observable au myélogramme, a l'immunophénotypage ou en biologie
moléculaire (étude des transcrits d’ADN spécifiques de I’"hémopathie).

Cependant, ces traitements posent deux problémes majeurs, i) ils induisent une baisse de
I'effet GvL, régi par les lymphocytes T présents dans le greffon et précédemment décrits
comme bénéfique pour le controle anti-tumoral et ii) ils sont associés a un risque infectieux
accru en conduisant a un maintien de I'immunodépression post greffe en ralentissant la

reconstitution immunitaire.

2.3.2.3. La reconstitution immunitaire

Les différentes informations données dans cette partie ont été synthétisées d’apres (157,167—

170).

La reconstitution immunitaire post-greffe suivant la phase d’aplasie est graduelle, individuelle
et correspond a un processus complexe dépendant des caractéristiques hématologiques et
des complications post-greffe.

L'immunité innée est la premiere a se remettre en place ; apres quelques semaines post
transplantation les cellules de I'immunité innée dérivées de la moelle vont commencer a se

normaliser (Figure 22).
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Figure 22. Représentation du nombre approximatif des cellules immunitaires péri et post-
greffe de CSH myéloablatives. — Adapté d’aprés (168)
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Un nombre normal de neutrophiles sera retrouvé au cours du premier mois post greffe, le
délai pouvant varier selon la source des CSH et du schéma de conditionnement ou étre altéré
en présence de GvHD. Néanmoins, leur fonction ne se normalise que progressivement au bout
d’environ 2 mois et peut une nouvelle fois étre retardée dans le cas d'un traitement par
corticoides pour la GvHD. Les monocytes/macrophages se comportent de maniére similaire.
Les cellules NK, qui constituent la majorité des cellules lymphoides, atteignent des niveaux
normaux au cours du premier mois suivant la transplantation. Le délai de reconstitution des
NK peut varier selon la source de CSH et ne semble pas étre impacté par la présence d’'une
GVHD. Enfin, les cellules dendritiques ont pour particularité d’avoir des délais variables de
rétablissement selon leur localisation. Pour les cellules de la peau (cellules de Langerhans) 3 a
6 mois seront nécessaires ; pour les cellules dendritiques myéloides (DC1) circulantes dans le
sang environ 3 mois, tandis que pour les cellules dendritiques plasmacytoides (DC2) et
folliculaires, une année sera nécessaire afin d’atteindre des valeurs normales. A noter que le
niveau des molécules du complément est normal et non altéré par la transplantation, car elles

sont produites par les hépatocytes et non par les cellules dérivées de la moelle (Tableau 11).
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Tableau 11. Reconstitution de I'immunité innée post allogreffe de CSH — Adapté d’apres
(167)

Type Durée de reconstitution

. A Origine
cellulaire guantitative g

Majoritairement dérivées du receveur ;
quelques cellules épithéliales dérivées des
CSH du donneur ou issues de précurseurs
épithéliaux circulants

Hépatocytes du receveurs (en majorité),
Complément  Non déficient quelques monocytes dérivés du donneur
(minorité)

Dans les semaines
Epithélium qui suivent la greffe
Retard si présence de GvHD

Dans les semaines

qui suivent la greffe
Dépend de la source de CSH
Sang périphérique: 2sem
Moelle osseuse: 3sem

Sang cordon: 4sem

Neutrophiles CSH du donneur

Dans les tissus, les cellules du receveur
seront progressivement remplacées par des

“mn::rz(;)yl::;es Entre une semaine et un mois cellules du donneur (au fil des mois).
Dans le sang, issues des CSH du donneur
depuis la phase précoce post-transplantation
NK Dans un délai d'un mois CSH du donneur
Variable selon type/localisation
Peau: 3 a 6 mois
Cellules

Myéloides: 3 mois CSH du donneur
Plasmacytoides: un an
Folliculaire: un an

dendritiques

CSH, Cellules souches hématopoiétiques ; GVHD, Graft vs. Host disease ; NK, Natural Killer
La reconstitution des cellules de I'immunité adaptative intervient chronologiquement apres

celle des cellules de 'immunité innée (Figure 22 et Tableau 12).
e Lymphocytes T auxiliaire (CD4*) :

La fourchette de valeurs normales pour les CD4* est de 500 a 1400 x108/L. Chez I'adulte, le
nombre de CD4* circulants est trés faible durant les 3 premiers mois suivant la greffe (< 200
x10%/L) ; puis augmente lentement pour atteindre environ 300 x10%/L & 1 an et environ 450
x108/L a 5 ans et ne deviendra normal que 20 ans apreés la greffe. Le compte de CD4* au cours
de la période précoce post-transplantation peut étre influencé par la source de CSH, la
quantité de cellules initialement présentes dans le greffon, I'intensité du conditionnement ou
la présence d’'une GvHD aigue qui aura pour effet d’inhiber la génération et I'expansion des

lymphocytes T CD4*.
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La majorité du réservoir de CD4" sera composée de cellules mémoires/effectrices et la
régénération de la population de CD4"* sera en grande partie réalisée a partir des lymphocytes
du donneur plutot qu’a partir des CSH. La récupération des sous-types naifs chez I'adulte est
plus lente que chez I'enfant due a une dégradation du thymus naturelle ou induite par la
chimio/radiothérapie et par la GvHD et/ou a son traitement associé. La diversification du
répertoire des lymphocytes T CD4* interviendra uniquement apres I'augmentation du nombre

de CD4" naifs.
e Lymphocytes T cytotoxiques (CD8*) :

La fourchette de valeurs normales pour les CD8* est de 200 & 800 x108/L. Chez I'adulte, le
nombre de CD8* dans le sang est inférieur a la normale pendant les 3 premiers mois (< 200
x10°/L), puis augmente rapidement pour atteindre un niveau normal ou transitoirement
supranormal un an apreés la greffe. La majorité du réservoir de CD8* est constituée de cellules
mémoires ou effectrices, cette augmentation accélérée pourrait étre due a l'expansion des
CD8* spécifiques amorcée par les antigenes de I'h6te plutét que des lymphocytes naifs.
Néanmoins la génération de CD8* naifs apparait comme plus rapide comparée aux CD4*, une
fois encore cette nouvelle génération de lymphocytes naifs influence la diversification du
répertoire cellulaire. Contrairement a ce qui est observé pour les CD4*, I'age des patients ne

semble pas influencer le délai de récupération quantitative des CD8".
e Lymphocytes B:

Les lymphocytes B sont en quantité tres faible ou indétectable au cours des deux premiers
mois post-transplantation et 1 a 2 ans seront nécessaires pour obtenir une reconstitution
compléte. La présence d’une GvHD et son traitement peuvent induire un allongement de ce
délai. Comme pour les lymphocytes T, la source du greffon ainsi que sa composition peuvent
impacter sur la reconstitution du réservoir de lymphocytes B au cours de la période précoce
post transplantation. De maniere similaire a I'ontogénése lorsque les lymphocytes B
commencent a apparaitre, ils sont principalement sous un phénotype naif et trés peu sous
forme de lymphocytes B mémoire, ces derniers restant faibles pendant au moins un an post

allogreffe.
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Malgré un nombre trés faible de lymphocytes B au cours de la période précoce post
transplantation et d’'un nombre restreint de lymphocytes B mémoire, les I1gG et IgA (totales
ou spécifiques) restent détectables chez le receveur pendant des mois/années,
principalement due a la survie des plasmocytes « longue durée de vie » du receveur vis-a-vis
de la radio/chimiothérapie. Plus tardivement post greffe, les immunoglobulines du receveur
seront remplacées par celles provenant de cellules issues du donneur. La diversification des
lymphocytes B spécifiques n’intervient néanmoins pas avant la premiere année post greffe,
avec une augmentation plus rapide du taux d'anticorps pour les antigénes les plus courants.
En I'absence d’une nouvelle immunisation post-transplantation, notamment via la vaccination,
on observera une disparition des anticorps spécifiques pour les antigénes les plus rares
(exemple: Tétanos).

Tableau 12. Reconstitution de I'immunité adaptative post allogreffe de CSH — Adapté
d’aprés (167)

Type Durée de

. o e L. Sous-type Origine
cellulaire reconstitution quantitative yp &

Mémoire effecteur: . .
Dans les premiers mois post

LT CD4* Plusieurs années 1-5ans
. allogreffe:
Naif: >5 ans ,
s Issues des LT présent dans le
Mémoire effecteur:

. greffon du donneur
. . . 2-6 mois . N .
LT CD8 Plusieurs mois .. . Puis en partie a partir des
Naif: Plusieurs
CSH du donneur

années
Dans les premiers mois post
. . L allogreffe: Majoritairement
Plusieurs mois; Mémoire effecteur: ) 8 J .
. . , issues des LB présent dans le
LB Retard en présence de Plusieurs années
. . . greffon du donneur
GvHD Naive: Plusieurs mois . .
Puis a partir des CSH du
donneur
Les plasmocytes du receveur
.\ radio/chimio résistants
Ordre d’apparition : ( / )

sont remplacés au fil des

mois et des années par les
plasmocytes du donneur

CSH, Cellules souches hématopoiétiques ; GVHD, Graft vs. Host disease ; LB-LT, Lymphocytes Bet T ; g,
Immunoglobulines

Plasmocytes Quelques mois a années lgM puis 1gG puis IgA

En résumé, post allogreffe de CSH, le réservoir cellulaire de I'immunité innée et adaptative est
altéré. La durée de reconstitution est spécifique du type cellulaire et peut étre impactée par

de nombreux facteurs de risques associées a |'allogreffe de CSH (Tableau 13).
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Tableau 13. Facteurs de risques associées a 'allogreffe de CSH - Adapté d’apres (171)

Pre-transplantation

Transplantation

Post-transplantation

Démographiques

Age, sexe

Statut de la maladie

Précoce, intermédiaire,

Comorbidités

Index de comorbidité
Diabéte

Tabagisme

Maladie pulmonaire
Affection cardiaque
Affection neurologique

Maladie auto-inflammatoire

avancée,

Délai de prise de greffe

Transplantation antérieure

Immunothérapies passives
Infusion de lymphocytes du donneur,

Injection d’'immunoglobulines

Incohérence des sexes

Médicament(s) post-CSH

Conditionnement
Myéloablatif,
Intensité réduite,

Irradiation corporelle

aGvHD
Oui/non, Grade,

Localisation(s), traitement

Cellularité du greffon

Maladies sous-jacentes
LAM, LAL, Néoplasmes,
Aplasies médullaires

acquises, Myélome multiple

- Cellules nucléées totales
MO, CSP, sang placentaire
- Cellules CD34+

- Cellules CD3+

cGvHD
Oui/non, Grade,
Localisations (s), traitement

Photophérese extracorporelle

Anticorps anti-HLA
Positif, négatif

Spécifique du donneur

Appariement ABO
Appareillé, majeur,

mineure, bidirectionnel

Correspondance HLA

Géno, Haplo, Phéno

Parameétres immunologiques
Immunoglobulines M, G, A
Numération lymphocytaires :
T:CD3* CD4*, CD8*, CD2*, CD4*/CD8*
B : CD19%, CD20*, CD21*

NK

Source de CSH

Moelle osseuse, CSP,
sang placentaire

Prophylaxie GvHD

Statut sérologique

Risque infectieux

Bactérien, fongique, virale, parasitaire

CSP, cellules souches périphériques ; GvHD, Graft versus host disease ; MO, moelle osseuse; NK,

Natural Killer

La compréhension et la caractérisation de cette longue période de reconstitution

immunitaire apparait comme primordiale notamment afin d’améliorer la gestion du risque

infectieux.
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2.4. Le risque infectieux dans I’allogreffe de CSH

Le risque infectieux est directement lié aux altérations immunitaires et a I'immunodéficience
prolongée des individus qui peut étre influencée par plusieurs facteurs de risques présents
aux différentes phases post transplantation. Les principaux facteurs, décrits précédemment
dans le tableau 13, sont la maladie sous-jacente, le régime de conditionnement, la source de
CSH, la compatibilité donneur/receveur, la présence d'une GvHD, les traitements
immunosuppresseurs et la présence d'infection en amont de la greffe. Certaines infections
peuvent intervenir tout au long de la période post allogreffe, c’est notamment le cas des virus
respiratoires, principalement Influenzae, Parainfluenzae ou le virus respiratoire syncytial (VRS)
(172), qui en cas d’infections respiratoires basses peuvent causer des troubles respiratoires
importants pouvant conduire a la mort. Hormis cet exemple, on décrit classiquement trois
phases a risque infectieux post allogreffe présentant chacune d’entre elles des germes et des

caractéristiques d'immunodépression spécifiques.
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2.4.1.

greffe

Le risque infectieux au cours des différentes phases de reconstitution post-

Les différentes informations données dans cette partie ont été synthétisées d’apreés (169,173—

177) (Tableau 14).

Tableau 14. Les infections post allogreffe de CSH — Adapté d’aprés (178,179)

Type Phase avant Phase précoce Phase tardive
d'infection la prise de greffe post prise de greffe post prise de greffe
Gram positif Gram positif Bactéries encapsulées

Bactérienne

Streptococcus pneumoniae
SCN

Staphylococcus aureus
Streptocoques oraux
Gram négatif

Escherichia coli

Klebsiella pneumonia
Pseudomonas aeruginos

Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae
SCN Haemophilus influenza
Staphylococcus aureus

Streptocoques oraux

Gram négatif

Escherichia coli

Klebsiella pneumonia

Pseudomonas aeruginos

Clostridium difficile
Candida spp. Aspergillus Aspergillus
Fongique
&9 Aspergillus
HSV cmv cmv
. Virus respiratoire EBV EBV
Virale
HHV-6 vzv
Virus respiratoire Virus respiratoire

- La phase avant prise de greffe : de 0 a 30 jours aprés transplantation

Cette phase est associée une immunodéficience prolongée et présente trois facteurs de

risques majeurs d’infections, une neutropénie sévére, des dommages aux niveaux des

mugqueuses chimio-induites lors du conditionnement et la présence et |'utilisation fréquente

d'un acces veineux central par cathéter. Le risque infectieux pour le patient sera limité par un

maintien en milieu hospitalier stérile et par |'utilisation d’antibiotiques a large spectre en cas

d’épisode fébrile.

Au cours de cette phase, la présence de mucite et de neutropénie favorise la réactivation de

formes latentes des virus Herpés simplex virus (HSV-1 et -2) (180), avec une prévalence élevée

pouvant aller jusqu’a 80 % pour les patients séropositifs.
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Malgré le caractére classiguement bénin de cette infection, dans un contexte
d’'immunodépression sévere I'infection a HSV peut conduire a des symptomes plus graves
comme la pneumonie, la méningite, I'hépatite ou I'encéphalite.

Les infections bactériennes en raison de la présence de cathéter et de la dégradation des
muqueuses interviennent chez 20 % a 30 % des patients de maniere globale, essentiellement
sous la forme de bactériémie (181) et peuvent conduire a un décés dans 10 % des cas (65)
(Tableau 15). Lors de cette phase avant prise de greffe, les germes classiquement retrouvés
sont pour les Gram positifs les Staphylococques a coagulases négatives et les Streptocoques
oraux; pour les Gram négatifs Escherichia coli ou Clostridium difficile, ce dernier étant
responsable de colite chez 12 % des patients allogreffés (182). Le risque d'infection et de

bactériémie peut étre réduit par |'utilisation d’'une prophylaxie antibactérienne.

Tableau 15. Les infections bactériennes post allogreffe de CSH — D’apres (178)

Pathogeéne bactériens Facteurs de risques Manifestations cliniques

Streptococcus viridans Neutropénie, mucosités buccales Bactériémie

. . . Pneumonie, méningite,
Streptococcus pneumoniae  GVHD, manque d'immunisation sepsis g
Utilisation de céphalosporines,

. L gt Bactériémie
infection a C. difficile

Enterococcus species

Bactériémie, Pneumonie,

Staphylococcus aureus CVC, colonisation . . .
infection des tissus mous

SCN cvC Bactériémie
Escherichia coli Neutropénie, mucite Bactériémie, Pneumonie
Klebsiella pneumoniae Neutropénie, mucite Bactériémie, Pneumonie
Pseudomonas aeruginosa Neutropénie, mucite Bactériémie, Pneumonie
Stenotrophomonas CVC, exposition préalable a un L

e N N Bactériémie
maltophilia antibiotique a large spectre

CVC, exposition préalable a un
antibiotique a large spectre
CVC, exposition préalable a un
antibiotique a large spectre
Bactéries anaérobies Neutropénie, mucite Bactériémie, entérocolite
(Clostridium septicum) ’ nécrosante, typhlitis
Exposition aux antibiotiques, GvHD, Colite, bactériémie
infection antérieure a C. difficile secondaire

CVC, cathéter veineux central ; GVHD, Graftvs.Host disease ; SCN, Staphylococcus a coagulase-negative

Espece Acinetobacter Bactériémie, Pneumonie

Espéce Achromobacter Bactériémie

Clostridium difficile
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Enfin, la neutropénie et I'inflammation des muqueuses du tractus gastro-intestinal induite par
le conditionnement conduisent également a des infections fongiques invasives (IFl), cause
majeure de morbidité et de mortalité chez les receveurs d’allogreffe. La prévalence globale
des IFI peut varier considérablement, néanmoins une récente étude décrit une incidence des
IFI de 3 a 24 % (183). Durant cette période, les IFl sont principalement liées aux especes
Candida, on parle alors de Candidose invasive. La candidose peut étre cutanéo-mugqueuse ou
systémique et conduire a une atteinte des organes vitaux comme le cceur et le cerveau. La
limitation du risque de candidose invasive est essentiellement basée sur une prophylaxie au

fluconazole depuis les années 1990 (178).

- La phase précoce post prise de greffe : de 30 jours a 100 jours aprés transplantation

Au cours de cette phase on observe la fin de la neutropénie sévére et le renouvellement des
barrieéres défensives initialement altérées par le conditionnement. Un dysfonctionnement est
néanmoins encore présent notamment au niveaux des lymphocytes, particulierement en cas
de présence de GvHD et de son traitement associé qui représente I'un des principaux facteurs
de risque infectieux en plus des infections potentielles liées a la présence d’un cathéter.

Ce dernier reste en effet la source principale d’infections bactériennes malgré I'utilisation de
traitements antibiotiques, qui ont inévitablement induit un risque de sélection accrue de
souches multi-résistantes, telles que Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae
productrice de carbapenemase. Il est a noter que durant cette période, en raison de
I'altération de I'immunité a médiation cellulaire, les patients seront également plus sensibles
a Listeria et Legionella en cas d’exposition (184,185).

Cette méme altération contribue a un risque accru d'infections virales sous la forme de primo-
infection ou de réactivation, notamment aux adénovirus, HHV-6 et au virus d'Epstein-Barr
(EBV). Les infections a Adénovirus, sous la forme de réactivation du virus latent ou de primo-
infection transmise via le greffon, sont courantes chez les patients allogreffés en particulier

les enfants.
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La réactivation virale a HHV-6 peut apparaitre chez 30 a 70 % des receveurs d’allogreffe de
CSH (186). Elle est responsable, dans la plupart, de manifestations cliniques bénignes (virémie
asymptomatique, fievre) mais peut conduire dans certains cas a des maladies graves (hépatite,
pneumonie, encéphalite), induire des réactivations virales a d’autres virus comme
cytomégalovirus (CMV) et EBV et favoriser I'apparition de GvHD lors de la prise de greffe (187).
La réactivation virale HHV-6 peut également conduire a des infections invasives avec une
importante moribidité, entrainant des insuffisances respiratoires ou des maladies
neurologiques et un fort taux de mortalité allant de 2 a 9% pour les adultes et de 15 a 23%
pour les enfants (188).

L’EBV est un type courant de virus de I’herpes transmis par la salive affectant plus de 90 % des
individus (189), avant I’age adulte, et dont la primo-infection symptomatique est responsable
de la mononucléose infectieuse. La réactivation de la forme latente de I'EBV peut induire des
symptdmes comme une forte fatigue, une fieévre élevée, des douleurs musculaires, des
encéphalites/myélites, une pneumonie ou une hépatite. Post allogreffe de CSH, la réactivation
virale endogene ou la contamination par le greffon peut également entrainer des maladies
liges a I'EBV, notamment la maladie lymphoproliférative post-transplantation (PTLD, de
I'anglais post-transplantation lymphoproliferative disorder), maladie dont I'incidence peut
aller jusqu’a 11 % des receveurs d’allogreffe et dont I'évolution rapide peut conduire a un
dysfonctionnement de plusieurs organes et entrainer la mort (environ 33 %) en |'absence de
traitement (190).

Enfin, en plus des especes Candida, les IFl a Aspergillus sont fréquentes au cours de la phase
précoce post prise de greffe. Une large étude multicentrique attribuait une incidence de ce
germe de 33 % parmi les IFI (191) (Figure 23). L'introduction d’Aspergillus, agent pathogéne
environnemental omniprésent, dans I'organisme du patient se réalise par inhalation de spores
aéroportées. Une fois introduit dans I'h6te, le systéme immunitaire des patients
immunodéprimés post allogreffe n’est pas suffisamment fonctionnel pour limiter
efficacement la prolifération de I'agent pathogéne, en raison des altérations cellulaires et
d’une capacité de phagocytose trop faible des macrophages. L'apparition de I'aspergillose
invasive peut se produire dans la période de neutropénie lors des 40 premiers jours post
transplantation, avec la survenue d’un potentiel second pic lors de la période tardive post

greffe (+30 jours), notamment dans le cadre d'une GvHD.
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Elle est responsable de diverses manifestations cliniques comme de la fievre, des douleurs
thoraciques, de la toux et des insuffisances respiratoires et est dans la plupart des cas causée
par Aspergillus fumigatus (192).

Figure 23. Chronologie et facteurs de risque des infections fongiques invasives dans
I’allogreffe de CSH — Adapté d’apres (193)
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a-cGVHD, acute-chronic graft vs. host disease ; CMV, Cytomégalovirus ; TNFa, Tumor Necrosis Factor
o

- La phase tardive post prise de greffe : au-dela de 100 jours apres transplantation.

Cette phase est associée a une reconstitution toujours en cours, mais avancée du réservoir de
cellules immunitaires. Le facteur de risque majeur au cours de cette période est la présence
d’une GvHD, essentiellement s’il s’agit d’une forme chronique. En effet, les épisodes infectieux
sont plus rares au-dela de 100 jours post transplantation, néanmoins ['utilisation des
traitements immunosuppresseurs associés a la GvHD induisent un retard de reconstitution
immunitaire et une prédisposition augmentée aux infections en raison d’un prolongement de

I’état immunosuppressif.
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Au niveau bactérien, les principales infections sont causées par des bactéries encapsulées
telles que Haemophilus influenzae, Neisseriae meningitidis et majoritairement Streptococcus
pneumoniae favorisées par des fonctions réduites de la rate (hyposplénisme). Pour ce dernier,
les stratégies préventives comprennent la vaccination avec le vaccin anti-pneumococcique
conjugué 3 a 6 mois apres la prise de greffe pour tous les patients.

Concernant les infections virales, cette phase tardive post greffe sera essentiellement
associée au CMV et au virus varicelle-zona (VZV) sous la forme de réactivation virale.
L'infection a CMV concerne environ 83 % de la population mondiale (194), elle intervient
majoritairement chez I'’enfant sous la forme d’une primo-infection, dans la plupart des cas
asymptomatique, avant de rester dans I'organisme sous une forme latente. Dans |’allogreffe
de CSH les infections a CMV étaient initialement rencontrées au cours de la phase précoce
post-greffe, avant que 'amélioration de la prophylaxie et des traitements reportent ce risque
infectieux a la phase tardive. Elles sont associées a plusieurs facteurs de risques tels que la
déplétion en lymphocytes T, le type de conditionnement, la GvHD aigue et principalement le
statut sérologique du donneur et du receveur. Elles peuvent induire de multiples
inflammations (entérite, hépatite, rétinite, encéphalite, pneumonie), appelées alors maladie
a CMV et conduire a un risque accru d’infections opportunistes secondaires. Ces infections
tardives plus ou moins persistantes apres I’arrét de la prophylaxie peuvent également engager
le pronostic vital du patient avec une incidence de 40 a 50 % de mortalité, pouvant aller
jusqu’a plus de 80 % en cas de forme grave (195). La stratégie de prophylaxie du CMV est
variable, associant une surveillance étroite pendant 3 a 6 mois post transplantation de la
charge virale du CMV dans le sang par PCR et, selon les statuts sérologiques du receveur et du
donneur, un traitement antiviral préventif (196).

Enfin, le virus varicelle zona (VZV ou herpesvirus humain 3) sous la forme de primo-infection
est responsable de la varicelle, maladie majoritairement infantile extrémement contagieuse
touchant 90 % des enfants de moins de 10 ans. Elle apparait sous la forme d’une éruption
généralisée de vésicules sur la peau et les muqueuses et entraine également de la fievre. Le
virus reste par la suite sous une forme latente dans les cellules ganglionnaires sensorielles
(197). La réactivation du virus latent peut s'exprimer sous la forme d'un zona (herpes zoster).
Dans la population générale, une réactivation du virus VZV peut étre observée pour environ
20 % des personnes ayant initialement présenté une varicelle et touche le plus souvent les

adultes agés de plus de 50 ans.
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Elle se caractérise par une apparition localisée douloureuse de vésicules sur la peau
généralement le long d’un nerf ou d’un ganglion nerveux. De maniéere similaire a HHV-6, le
virus VZV dans l'allogreffe peut se réactiver, principalement au cours des deux premiéres
années post transplantation, bien que des cas puissent étre rapportés des années apres la
greffe. Dans ce contexte d’'immunodépression la réactivation a VZV peut également induire
des formes séveres de la maladie sous la forme d’infections disséminées pouvant provoquer
encéphalite, hépatite ou pneumonie. La prophylaxie vaccinale pourrait étre une option
intéressante pour renforcer I'immunité contre le VZV, cependant le vaccin vivant atténué
contre le VZV actuellement disponible en France est contre-indiqué pendant les 24 premiers
mois apres I'allogreffe.

Pour résumer, les infections, indépendamment de leur nature, peuvent donc intervenir tout
au long de la période post transplantation, de la phase précoce a la phase tardive post greffe
et dans certains cas jusqu’a plusieurs années aprés |'allogreffe de CSH. Elles sont associées a
de nombreux facteurs de risques courants de I'allogreffe de CSH (Figure 24).

Figure 24. Chronologie des infections opportunistes classiquement rencontrées chez les
receveurs d'allogreffe de CSH — Adapté d’apres (178)

Les déficiences immunitaires et les facteurs de risque associés a la transplantation sont
indiqués en bleu, les infections bactériennes en orange, les infections virales en vert et les
infections fongiques en violet.
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CMV, Cytomégalovirus ; EBV, Virus d’Epstein-Barr; GvHD, Graft vs. Host disease ; SCN, Staphylococcus
a coagulase négative ; VZV, Virus Varicelle-Zona
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La présence de ces infections est majoritairement due a I’état d'immunodépression profond
des receveurs, qu’il soit induit par le protocole de la greffe ou lié a des traitements spécifiques
de la GvHD. En complément des protocoles et des prophylaxies anti-infectieuses préventives
et curatives déja mis en place, il apparalt comme essentiel d’étre en mesure d’évaluer les
capacités fonctionnelles du systéme immunitaire des patients a I'aide d’un

immunomonitoring précis.
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3. L'immunomonitoring

L'immunomonitoring est une pratique clinique permettant de surveiller et caractériser la
réponse immunitaire d’individus au travers I'examen de ces composants sanguins et/ou
cellulaires. Dans le contexte de 'immunodépression, on |'utilise pour le diagnostic de déficit
primitifs ou secondaire et le suivi thérapeutique. L'immunité humorale et/ou cellulaire peut
étre évaluée en laboratoire au travers des tests de routine mesurant des parametres de
lecture dit « statiques », c’est-a-dire a un moment T et sans activation au préalable. Les
examens de premiere intention peuvent étre le dosage d’anticorps, la numération cellulaire

ou 'immunophénotypage.

3.1. Parameétres de lecture statigues
3.1.1. Dosage d’anticorps

La détection et la mesure des titres d’anticorps, communément appelée test sérologique, est
une procédure de laboratoire courante. Effectuée a partir d’'un échantillon de sérum sanguin,
elle permet de mesurer de maniére non-spécifique les différentes classes d'immunoglobulines
(Ig), majoritairement les 1gG, IgA et IgM ; les mesures d’IgE étant réalisées dans des contextes
spécifiques tels que I'allergie ou en cas de suspicion de syndrome d'hyper-IgE (198). Les tests
sérologiques sont utilisés pour I’exploration de I'immunité humorale dans différents contextes
par exemple la détection des auto-anticorps dans les maladies auto-immunes, le diagnostic et
le suivi de maladies infectieuses ou inflammatoires ou encore la détection des déficits
immunitaires. Les principales méthodes utilisées sont I'immunoprécipitation, mesurée par
néphélémétrie ou turbidimétrie et I’électrophorése des protéines, mesurée par densitométrie.
La néphélométrie et la turbidimétrie sont les méthodes les plus utilisées en raison de leur
rapidité, de leur facilité d'utilisation et de leur précision. La turbidimétrie mesure la diminution
de l'intensité de la lumiére et la néphélométrie mesure la diffusion de la lumiere lors de son
passage a travers I'échantillon, elles sont toutes deux proportionnelles a la concentration
d’'immunoglobulines. L’électrophorese est une méthode basée sur la séparation des
différentes classes d’'immunoglobulines par migration sous I'influence d’un courant électrique.
Certaines limites sont associées a ces méthodes. En effet, les valeurs normales peuvent varier

d'un laboratoire a I'autre en raison des différences de technique de test.
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L'age doit également étre pris en compte pour la comparaison des données obtenues par
sous-classes d’lg avec les valeurs normales de laboratoire, des changements étant observés
dans le répertoire d'anticorps en circulation au cours de la vie (199).

La mesure des titres d’anticorps peut également étre spécifique d’un antigeéne, notamment
dans le cadre de la mesure de la réponse vaccinale. De nombreuses méthodes existent comme
les techniques d’inhibition compétitive ou d’agglutination, mais la méthode classiquement
employée est I'ELISA (de I’anglais Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (200).

Cette mesure est couramment employée pour évaluer la réponse vaccinale. Par exemple, un
titre d’anticorps totaux supérieur au seuil de 15 Ul/mL sera considéré comme protecteur
contre [I'hépatite A (201). Néanmoins, certains traitements comme I'injection
d’'immunoglobulines en intraveineuse (IglV) peuvent compromettre linterprétation des
données et conduire a une modification artificielle des sérologies de dépistage et de
diagnostic chez les patients traités (202,203). A titre d’exemple, une étude rapporte que
I’administration d’IglV induit une augmentation de 3.7 fois le taux initial d’lgG non spécifique.
Cette observation a également été décrite pour les taux d’anticorps totaux spécifique de
I"hépatite A ou la valeur initiale de 8 Ul/mL avant injection d’IglV, atteignait une valeur de 60
Ul/mL apres injection, rendant le test sérologique positif (204). Les IglV présentent également
un important délai de persistance, dont la demi-vie dépasse les 3 semaines, ce qui peut
interférer avec de nombreux tests analytigues comme les tests sérologiques. Il est ainsi
recommandé de respecter un délai d’au moins 4 mois entre I'administration d’IglV et la
prescription de tests sérologiques pour que leurs résultats soit interprétables (205), ce délai
peut donc impacter la gestion de la vaccination dans les populations a risques.

De plus, la notion de corrélat de protection des titres d’anticorps est au centre des attentions
dans le cadre de la réponse vaccinale, de surcroit actuellement dans le contexte du SARS-CoV-
2 (206-208). Les titres protecteurs sont définis grace a la corrélation qui existe entre titre
d’anticorps et capacité de neutralisation du SARS-CoV-2, propriété indispensable des
anticorps pour empécher I'entrée du virus dans la cellule. Or, une récente étude a mis en
évidence que pour un méme sérum la capacité de neutralisation peut étre diminuée de 24
fois entre la souche historique du SARS-CoV-2 et le variant Omicron (209). Ces observations
confirment que la seule détection quantitative d’lgG anti-SARS-CoV-2 doit étre interprétée

avec prudence pour définir des corrélats de protection.
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Enfin, la quantité d’anticorps ainsi que leur réponse fonctionnelle neutralisante ne sont pas
systématiquement associées a une mémoire immunitaire a médiation cellulaire. Une étude
de fin 2020, dans le contexte du SARS-CoV-2 met notamment en évidence une discordance
entre les réponses des anticorps neutralisants et des lymphocytes T, dans une cohorte de
personnels soignants, certains individus présentant des titres d’anticorps neutralisants au-
dessus du seuil de protection (concentration inhibitrice 50, IC50 > 200) et de faibles réponses
des lymphocytes T (< 80 cellules formant des Spot (SFC)/108) ou inversement (210). Une étude
réalisée dans le cadre de la vaccination contre le VZV décrit également que l'efficacité
protectrice post vaccinale est d’avantage associée a la réponse cellulaire par comparaison a la

réponse humorale (211).

3.1.2. Numération cellulaire

La numération de formule sanguine (NFS), plus communément appelée hémogramme, est
également un test de premiére intention. La NFS est un examen biologique réalisé a partir
d’un prélevement sanguin permettant d’obtenir un apercu de I’état du systéeme immunitaire
notamment a travers la comptabilisation des principaux éléments du sang (globules
rouges/blancs et plaquettes). La NFS est une investigation courante et représente I'un des
examens le plus prescrit en France. En effet, elle fait partie du bilan standard dans de
nombreux contextes tels que la grossesse, le bilan préopératoire et pré-thérapeutique ou
encore le suivi de I'évolution d'un traitement ou d'une pathologie.

Cette méthode permet la détection d’anomalies quantitatives d'un ou plusieurs types
cellulaires pouvant étre associée spécifiguement a certains troubles immunitaires. Les
numeérations peuvent étre en défaut dans certaines pathologies comme la thrombopénie, la
neutropénie ou la lymphopénie ; ou en exces dans d’autres cas comme la leucocytose ou la
lymphocytose.

Bien que la NFS ne constitue pas un examen diagnostic a proprement parler, elle permet de
donner de précieuses indications au médecin. A titre d’exemple, une hyperleucocytose a PNN

supérieur a 10 giga/L oriente vers un diagnostic de syndrome inflammatoire biologique (212).
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Lorsque les résultats d’une NFS ne sont pas normaux, un frottis sanguin peut également étre
réalisé afin d’analyser la morphologie des cellules du sang et de rechercher des cellules
anormales. La présence de plus de 20% de blastes dans le sang périphérique conduit
notamment au diagnostic des leucémies aigués (213,214).

Néanmoins, la NFS permet uniquement de révéler des altérations quantitatives au sein des
grands compartiments cellulaires. Or, certaines pathologies ou conditions peuvent induire a
la fois une diminution et une augmentation au sein d’un sous-type cellulaire.
L'immunosénéscence conduit par exemple a une inversion du ratio CD4/CDS8 i.e. un nombre
diminué de lymphocytes T CD4* et augmenté de CD8*(215). Cette double variation peut ainsi
ne pas étre identifiée au travers de la simple formule leucocytaire d’'une NFS. Néanmoins, ces

limites peuvent étre comblées par un immunophénotypage plus fin.

3.1.3. Immunophénotypage

L'immunophénotypage est, dans la plupart des cas, réalisé sur un échantillon de sang et/ou
de moelle osseuse. Cette méthode fine et puissante d’analyse cellulaire est basée sur
I'identification des sous-types cellulaires a I'aide des clusters de différenciation (CD) par
cytométrie en flux, grace a l'utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques couplés a des
fluorochromes (216). Il existe a ce jour plus de 400 CD permettant de quantifier des types
et/ou sous-types cellulaires, et d’identifier des stades de différenciation ou des aspects
fonctionnels (adhésion, activation) (Figure 25), ces différents paramétres pouvant étre

analysés simultanément.
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Figure 25. Clusters de différenciation associées aux lymphocytes T et B — Source personnelle
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L'immunophenotypage est une méthode pouvant servir a trouver [|origine de
I'immunodépression. Par exemple, le déclin du compte de lymphocytes T CD4* en dessous du
seuil de 200 cellules/mm?3 est classiquement considéré comme un seuil critique, on "associe
a une déficience immunitaire et a une susceptibilité accrue aux infections. Ce seuil a
notamment été utilisée par les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a partir des
années 90 afin de définir le SIDA (217). Dans ce contexte, la mesure quantitative des
lymphocytes T CD4* reste I'un des tests les plus couramment utilisé et permet par exemple,
d’initier et de contréler I'efficacité d’un traitement antirétroviral (218). Ce seuil de 200
cellules/mm?® est également utilisé par analogie dans d’autres contextes cliniques
d’'immunodépression. Dans l'allogreffe de CSH il peut étre utilisé pour initier ou non la
vaccination, certains centres considérant ce critére biologique comme le reflet d'un
rétablissement immunitaire complet (219) ; il est également utilisé pour I'administration de
vaccins vivants atténués selon les recommandations en vigueur (220).

Autre exemple, lI'immunophénotypage dans le cadre du sepsis permet I'analyse de
I’expression monocytaire de HLA-DR (mHLA-DR) qui est un marqueur clé de la fonction
immunitaire monocytaire et qui a été décrit comme pouvant refléter l'immunosuppression

(221).
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L'immunophénotypage est également utilisé en recherche fondamentale et en clinique pour
aider au diagnostic de certaines pathologies. Cette méthode représente notamment un
élément majeur du diagnostic des hémopathies malignes telles que les syndromes
lymphoprolifératifs et les leucémies aigués. Le diagnostic repose sur |'utilisation de panels
d'anticorps constitué des marqueurs spécifiques de chaque lignée hématopoiétique et de

marqueurs d'immaturité ou de maturations. (Figure 26).

Figure 26. Liste non exhaustive de marqueurs immunophénotypiques permettant d’identifier
les leucémies aigué lymphoblastiques et myéloblastiques — Adapté d’aprées (222,223)

Lymphoblastique Marqueurs Myéloblastique Marqueurs
l ~w ; B T MPO
" CD19 (D3 CD34
CD22 CD7 CD13
' . CD79A CD5 CD15

™ - CD10 CD2 CD117
CD20 CD4 . CD33
CD24 (CD8 CD65

L'immunophénotypage présente néanmoins quelques limites. Cette méthode est moins
courante que la NFS, I'équipement nécessaire a la cytométrie en flux étant colteux et
complexe. De plus, il nécessite une préparation importante avant et aprés chaque utilisation,
(préchauffage, étalonnage des lasers et nettoyage). Son utilisation et sa maintenance
requiérent donc des opérateurs formés et hautement qualifiés.

Enfin, en plus d’impliquer des protocoles techniques lourds pouvant induire un nombre
important de variabilité, on observe un manque de standardisation au niveau du choix des
réactifs, de la préparation, de la conservation des cellules a analyser ainsi que de

I'interprétation des données collectées (216,224,225).

Ces marqueurs traditionnels permettent essentiellement I’exploration des déficits
guantitatifs ou phénotypiques. Néanmoins, i) la numération cellulaire ne semble pas étre
représentative de la fonction (226), comme décrit précédemment pour le DICV qui induit des
altérations fonctionnelles de composants immunitaires malgré une quantité normale (227)
et ii) la réponse mémoire a médiation humorale n’est pas toujours le reflet de celle a
médiation cellulaire. L’évaluation des marqueurs "statiques" ne semble donc pas suffisante,

et suggere le besoin d’utiliser des tests immunitaires fonctionnels.
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3.2. Tests immunitaires fonctionnels

L’activité de la réponse immunitaire au niveau individuel peut étre évaluée grace aux tests
immunitaires fonctionnels (IFA, de I'anglais Immune functionnal assays) décrits comme des
tests évaluant la réponse immunitaire induite aprés une stimulation ex vivo. Les IFA offrent la
possibilité d’évaluer la fonction des cellules immunitaires, la restauration potentielle de
I'immunité ou d’anticiper la réponse a une immunothérapie. La conception et la premiére
utilisation d’un IFA date de I'époque d'Edward Jenner, lorsque ce dernier a injecté des extraits
d'agents pathogenes par voie sous-cutanée pour évaluer la réponse humorale contre la
variole. Koch et Mantoux ont par la suite inventé et développé le premier IFA pour
diagnostiquer les infections a Mycobacterium tuberculosis, nommé test de
I'intradermoréaction a la tuberculine (228). Les IFA ont ensuite été développés et adaptés
dans différents contextes au cours des derniéres décennies, en étroite relation avec I'étude
du systeme immunitaire et de I'accroissement des connaissances qui lui sont associées. Les
principaux cadres d’utilisation des IFA sont le diagnostic et |a prise en charge des infections et
des maladies impliquant le systéme immunitaire (auto-immunes, déficits immunitaires ou
allergies).

Les trois étapes qui constituent un IFA sont (i) un échantillon biologique contenant des
cellules immunitaires, (ii) une stimulation capable de déclencher une réponse de ces cellules,

et enfin (iii) une méthode de lecture capable de mesurer cette réponse (Figure 27).
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Figure 27. Principe simplifié de la réalisation d’un test immunitaire fonctionnel — Source
personnelle

Echantillon biologique —— Stimulation —— Méthode de lecture

—
i N H e \
Sang total | Superantigéne : Cytométrie \ 5
PBMC : Agoniste TLR : Dosage cytokine y - o I
Peau : Mitogéne ! Test cutané \ r &
S . ! : \ ) = {
Lignée cellulaire : Ac monoclonaux : Dosage Ac kﬁ}
i . 1 P \ - - i
: Ag vaccinaux : Fluorométrie \ ot P !!'A
! Allergéne i Turbidimétrie \ ik it —

Ac, anticorps; Ag, antigéne ; ELISA, ELISA enzyme-linked immunoassay ; PBMC, peripheral
blood mononuclear cells ; TLR, Toll-like receptor

3.2.1. L’échantillon biologique

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC, de I'anglais Peripheral blood
mononuclear cell) constituent I’échantillon biologique majoritairement utilisé pour la
réalisation des IFAs, car il contient la plupart des principales populations de cellules
immunitaires circulantes.

Cette méthode repose sur la séparation des PBMC a partir de prélevements sanguins par
gradient de densité (méthode Ficoll), décrite pour la premiére fois en 1968 (229). Malgré une
importante utilisation au laboratoire, cette méthode présente néanmoins de nombreuses
limites puisqu’elle requiert du temps, de I’habilité technique et peut induire un nombre
important de variabilité (230) et de risque de contamination de I'échantillon (231). De plus, la
présence résiduelle de Ficoll peut provoquer des effets non-spécifiques sur les cellules de
I'immunité, que ce soit en terme d’activation, d’inhibition ou de mort, réduisant ainsi la qualité

globale de I’échantillon (232,233).
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Bien que les IFA soient habituellement réalisé a partir de PBMC, des études ont montré qu’il
était également possible d’utiliser du sang total, que ce soit pour évaluer les réponses post
stimulation des lymphocytes T par marquage intracellulaire de cytokines (ICS) (234) ou pour
comparer des profils d'expression de genes (235). L'utilisation de sang total apparait ainsi
mieux adapté a la réalisation des IFAs, permettant de réduire le temps de manipulation, la
variabilité, de réaliser des analyses a partir de petits volumes d'échantillons et, de maniére,
importante de préserver la composition et les interactions entre les populations cellulaires
(236). lls existent notamment pour cela des systemes de stimulation sur sang total en tubes

semi-fermés, nommeés TruCulture® (Figure 28).

Figure 28. Principe du systeme de stimulation standardisé et semi-fermé Truculture® — Source
personnelle

Cellules
immunitaires

Milieu de culture
+ Stimulant:
Superantigéne
Agoniste TLR
Cytokine

Ac monoclonaux
Pathogéne

Ac, anticorps ; TLR, toll-like receptor

Une étude de 2017 du consortium Milieu intérieur a permis de comparer ces systémes avec
une stimulation ex vivo de PBMC en plaque plus conventionnelle, a partir de 152 prélevements
de donneurs sains dans 7 différents centres. Les auteurs mettent en évidence une importante
réduction de la variabilité inter-sites par rapport aux méthodes utilisant les PBMC (Figure 29)

(232).
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Figure 29. Variabilité inter-sites en condition contréle non stimulée (Null) de I'expression de
CCL3 et CCL2 - d'apres (232).

Résultats obtenus sur PBMC (A) et sang total TruCulture (B) dans les sept centres participants, les
points représentent un donneur sain et les barres la valeur médiane.
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PBMC, Peripheral blood mononuclear cells

La mise en place d’outils standardisés tels que les Truculture® pour I'évaluation des réponses
immunitaires fonctionnelles pourrait donc contribuer a améliorer I'harmonisation des études
d’'immunomonitoring cliniques et le partage des données, notamment pour les études
multicentriques.

Une fois I'échantillon biologique prélevé, la seconde étape de la réalisation d’un IFA consiste
a induire une réponse immunitaire au sein de I’échantillon biologique via l'utilisation de

stimulants immunogeénes.

3.2.2. Stimulant

Les stimulants peuvent étre i) non spécifiques et permettre d’évaluer I'état global des
capacités immunitaires innées et adaptatives ou ii) spécifiques d’un pathogéne et utiles pour

le diagnostic d’une infection ou I’'étude d’une réponse vaccinale.
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Concernant les stimulants non-spécifiques pour |'activation de la réponse adaptative, il est
notamment courant d’utiliser les lectines concanavaline A (ConA) et phytohémagglutinine
(PHA) pour leur réle d’agent mitogéne. La ConA déclenche la réticulation du complexe du
récepteur de I'antigéne des lymphocytes T (TCR, de I'anglais T cell receptor) conduisant a
I'activation des lymphocytes T (237), tandis que la PHA se lie au TCR et déclenche des voies de
signalisation dépendantes du calcium qui conduisent a l'activation du facteur nucléaire des
lymphocytes T activés (NFAT) (238). Ces mitogénes permettent ainsi d’induire une activation
massive non-spécifique du systéme immunitaire cellulaire, en recrutant des lymphocytes et

en induisant la production de cytokines.

e Lessuperantigénes

L’activation non-spécifique des lymphocytes peut également étre réalisée via I'utilisation de
« superantigenes » bactériens (ex : entérotoxines staphylococciques (239)) ou viraux (ex:
associés a EBV (240)). Ces molécules sont a l'origine de chocs toxiques, qui sont des
pathologies assez rares, mais pouvant s’avérer tres séveres. Les plus courantes sont la toxine
du syndrome de choc toxique (TSST-1), les entérotoxines staphylococcique A (SEA) ou B (SEB),
produites par Staphylococcus aureus, ou encore les exotoxines pyrogenes streptococciques-A
(SPEA), produites par Streptococcus pyogenes.

Les superantigénes activent, de maniere non-spécifique, plusieurs clones de lymphocytes T
CD4* avec une amplitude cinqg fois supérieur par rapport a l'activation d'un clone spécifique
de lymphocytes T CD4* induite par un seul antigene. Cette activation massive est due a la
liaison du superantigene a la fois au CMH-II, fréquemment a la chaine a, et a la chaine V[ du
TCR sans avoir a passer par le mécanisme classique de présentation de I'antigene (Figure 30)
(241). Cette activation lymphocytaire va induire une importante production de cytokines pro-

inflammatoire telles que l'interleukine (IL)1, I'lL2, I'L6, le TNF-a ou I'interféron gamma (IFN-y).
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Figure 30. Mécanisme d’activation des lymphocytes T par un superantigéne - Adapté
d’apres (242)

CMH de
classell

Peptide
antigénique

MHC, major histocompatibility complex; Sag, superantigen ; TCR, T cell receptor

Il existe également des stimulants non spécifiques permettant d’évaluer la réponse
immunitaire innée. lls peuvent étre associés a un récepteur membranaire tels que les TLR, et
étre utilisés pour étudier des voies de signalisation ou des mécanismes particuliers. Par
exemple, l'utilisation d’agoniste du TLR4 comme le LPS permet d’étudier la voie de
signalisation induite par la molécule MyD88 et les mécanismes pro-inflammatoires;
I'utilisation d’acide Polyinosinic:polycytidylic (communément nommé poly I:C) permet
d’analyser la voie de signalisation du TLR3 et la production d’interféron de type | (Figure 7).
Enfin, il est possible d’utiliser des combinaisons de stimulants de la réponse immunitaire innée
et adaptative, comme dans le kit commercial QuantiFERON-Monitor (QIAGEN). Le principe de
ce test repose sur une stimulation sur sang total via un ligand anti-CD3 induisant une
stimulation lymphocytaire T et un ligand R848 induisant une stimulation innée via les TLR-7 et
TLR-8.

Pour la réalisation d’un IFA il est également possible d’avoir recours a des stimulants

spécifiques d’un pathogéne, tel que pour I'Interferon Gamma Release Assays ou IGRA.
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Ce test, que nous décrirons dans la partie méthode de lecture ci-aprés, peut étre réalisé a
facon au laboratoire ou via l'utilisation de kit commerciaux de stimulation sur sang total.

Ces tests sont utilisés pour estimer un risque infectieux, comme pour CMV dans le contexte
de la transplantation (QuantiFERON-CMV et T-SPOT.CMV) ou pour le diagnostic d’une
infection, telle que Mycobacterium tuberculosis, (T-spot TB (243) et QuantiFERON-TB Gold
Plus (244,245)). Le QuantiFERON-TB Gold Plus représente, avec le test historique de
I'intradermoréaction a la tuberculine (IDR), un gold standard en France pour le diagnostic de
I'infection tuberculeuse latente. Le principe de détection de ces kits repose sur le
dénombrement des cellules réactives par technique ELISpot ou le dosage de cytokine sécrétée
par technique ELISA. Ces différents kits commerciaux ne different donc que par leur méthode

de lecture, correspondant a la derniere étape de la réalisation d’un IFA.

3.2.3. Méthode de lecture

La derniere étape d’un IFA est la lecture de la réponse immunitaire induite par la
stimulation. Une variété de méthodes de lecture existe, et sont résumées dans le tableau 16

(Figure 31).

Figure 31. Liste non exhaustive des méthodes de lecture utilisables post stimulation — Source
personnelle

Activation et prolifération
cellulaire

Méthodes de lectures

Echantillon biologique

(--., Mesure dela
iy production d’ATP

Dosage cytokine
intracellulaire
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Dosage cytokine
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(ex: IGRA)

PV e
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transcriptomique
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Dosage cytokine
Multiplex
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Les tests les plus couramment employés sont les IGRA. IIs permettent, post-stimulation, de
quantifier la production de I'lFN-y, notamment par les lymphocytes T réactifs a la présentation
antigénique. En effet, I'IFN-y est une cytokine principalement sécrétée par les lymphocytes T
activés et les cellules NK impliquées dans l'immunité antivirale et antibactérienne, la
présentation de I'antigéne, la régulation de I'équilibre Thl /Th2 ou encore le contrdle la
prolifération cellulaire et I'apoptose (246).

Comme décrit ci-dessus, il existe plusieurs IGRA commerciaux. Néanmoins ils peuvent
également étre réalisables sans avoir recours a des kits préts a I'emploi en adaptant le
protocole avec un stimulant relatif au type d’'immunité recherché (Tableau 16). Sur le méme
principe que les IGRA, d’autres cytokines d’intéréts peuvent également étre mesurées apres
une stimulation, par exemple en mesurant la sécrétion de TNF-a post stimulation avec le LPS
pour révéler une anergie cellulaire (247).

Il existe également d’autres méthodes originales permettant de regarder l'activité des
lymphocytes T, tel que le ImmunKnow (Cylex, Inc., Columbia, MD, Etats-Unis), un test
développé pour évaluer le risque d'infection et prédire le rejet d'une greffe d'organe (248). Ce
test mesure I'ATP intracellulaire produit par des lymphocytes T CD4* purifiés aprés une
incubation in vitro sur sang total en présence de PHA. Les échantillons sont incubés pendant
15-18 h (avec ou sans PHA) et la production d'ATP apres stimulation est comparée au niveau
basal d'ATP. Plusieurs études ont rapportées une corrélation entre des niveaux inférieurs
d'ATP et un risque d'infection plus élevé, tandis qu'une production accrue d'ATP semble étre
associée au rejet (249,250) (Tableau 16).

La cytométrie en flux est également une méthode couramment utilisée pour la réalisation de
tests fonctionnels. Ce systeme permet par exemple d’évaluer la capacité de prolifération des
lymphocytes post stimulation avec des mitogenes ou des antigenes de rappels via I'utilisation

de marqueurs de division cellulaire (Figure 32).
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Figure 32. Les principales étapes de la mesure de la prolifération lymphocytaire, exemple du
marquage par EdU — Source personnelle
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Ces tests de prolifération lymphocytaire présentent un intérét particulier dans des contextes
d’altérations fonctionnelles spécifiques des lymphocytes T malgré un nombre de cellules
normal (251). L'évaluation de la réponse proliférative lymphocytaire repose essentiellement
sur la détection de l'incorporation de [3H]-thymidine dans I'ADN pendant la réplication
cellulaire induite par la stimulation. Cependant, méme si des alternatives existent pour éviter
['utilisation de la radioactivité, telle que le 5-éthynil-2’-désoxyuridine (EdU) (252), de tels tests
restent lourds et difficiles a mettre en ceuvre (Tableau 16).

La cytométrie en flux permet également d’étudier la production de cytokines au niveau
monocellulaire via la technique d’ICS (de I'anglais, Intracellular cytokine staining). Cette
technique réalisable sur sang total ou PBMC permet, post stimulation, d’identifier et de
mesurer le pourcentage de sous-population cellulaire productrices de cytokines d’intérét.
L'avantage de cette méthode est qu’elle permet I'évaluation simultanée de plusieurs
cytokines ou marqueurs de surfaces en réalisant une coloration multi-parametrique (Figure

33).
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Figure 33. Les différentes étapes de la coloration de cytokines intracellulaires avant
acquisition en cytométrie en flux — Source personnelle
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Dernier exemple, la cytométrie en flux peut étre utilisée dans le contexte des allergies pour
réaliser un test d'activation des basophiles (BAT, de I’anglais Basophil activation test). Ce test
de stimulation par un allergéne in vitro sur sang total ou PBMC est basé sur I'évaluation de
I'expression, a la surface des basophiles, de marqueurs d’identification tels que CCR3/CD203c
et d'activation tels que CD107a/CD107b. Le BAT est apparu en complément des tests cutanés
et des mesures de sécrétion in vitro de médiateurs tel que I'histamine, ces derniers pouvant
présenter une plus faible sensibilité ainsi que des limitations techniques et analytiques

(Tableau 16)(253).
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Néanmoins, les différents IFA détaillés dans le tableau 16 n’évaluent, pour la plupart, qu’un
seul composant ou mécanisme de la réponse immunitaire, et, bien que dans certains cas
I"utilisation d’un seul biomarqueur a pu montrer un intérét, cela ne refléte probablement pas
entierement la complexité de la réponse immunitaire. Une combinaison de biomarqueurs
semble ainsi plus pertinente pour obtenir une vue globale de I'état immunitaire des patients.
Dans ce sens, I'émergence des études en «-omique » a conduit au développement de
technologies avancées et de dispositifs préts a I'emploi. Le multiplexage en protéomique et
en transcriptomique permet I'analyse simultanée d'un grand nombre d'analytes ciblés sur un
seul et méme échantillon.

Au niveau protéomique différentes plateformes automatisées ont été développées sur le
principe d’un ELISA telles que Luminex™ (R&D Systems, BIO-Techne LTD), ELLA nanofluidic
system (Biotechne, Minneapolis, MI, USA) ou encore SIMOA™ HD-1 Analyzer (QUANTERIX).
Leur utilisation permet une détection de protéines sécrétées du pg/mL au fg/mL pour la
derniere citée.

A titre d’exemple en 2021 une étude multicentrique sur plus de 3000 patients a permis de
mettre en évidence la plus-value de la combinaison des cytokines IFN-y/IL-2 afin de
différencier la tuberculose active des autres maladies pulmonaires comparativement au seul
marqueur IFN-y. La sensibilité et la spécificité globale passant respectivement de 83,8 % et
81,5 % pour I'IFN-y a 87,9 % et 79,8 % pour la combinaison IFN-y/IL-2 (275). Une seconde
étude de 2021 décrit, au sein de deux cohortes pédiatriques indépendantes, qu’une triple
combinaison de cytokines TNFo/IL-2/IL-17A  permet d’obtenir un meilleur pouvoir
discriminant (sensibilité/spécificité 100%, AUC=1) pour distinguer une tuberculose active

comparativement au dosage d’une seule cytokine (276).

Au niveau transcriptomique, le développement de plateformes multiplexes permet également
d’avoir un apercu général des réponses immunitaires via l'expression de larges panel de genes.
La plateforme Nanostring, par exemple, permet d’analyser plus de 800 genes cibles sans
aucune étape enzymatique, a l'aide d'un protocole automatisé simple ne nécessitant que 15

minutes de manipulation (Figure 34).
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Figure 34. Les différentes étapes de la technologie Nanostring — Source personnelle
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Cette plateforme permet la quantification de I'expression de génes avec une capacité de
multiplexage élevée sur une quantité minimale d’ARN, a travers de panels préts a I'emploi
affiliés a diverses thématiques ou via la confection de panels personnalisables a partir des
génes cibles disponibles.

Une étude de 2020 a notamment utilisé cet outil pour caractériser, a partir de deux cohortes
indépendantes, les altérations sous-jacentes de la réponse immunitaire de I’h6te au sein d’'une
population de patient présentant un sepsis. Les auteurs décrivent que I'analyse de I'expression
d’un panel de 96 genes en réponse a une stimulation par le SEB semble offrir une valeur
ajoutée en permettant une stratification supplémentaire de la population septique par

rapport a un seul parametre statique, tel que le mHLA-DR (277).

Cependant, en fonction du contexte d’étude, la nécessité d’'un délai rapide de rendu des
résultats influencera le choix de la méthode de lecture, pouvant étre un frein a I'utilisation des
approches « -omiques ».

En outre, la principale limite a 'implémentation en routine clinique des tests fonctionnels est
I'importante variabilité interindividuelle liée a des facteurs intrinséques tels que I'age, le sexe,
les comorbidités, I'hétérogénéité de la composition sanguine et des facteurs génétiques qui

peuvent compliquer I'interprétation de ces résultats (278-282).
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Il est donc indispensable de limiter la variabilité technique provenant de chacune des trois

étapes qui composent un test immunitaire fonctionnel afin de faciliter son utilisation et ainsi

obtenir un test idéal (Figure 35) (283).

Figure 35. Test immunitaire fonctionnel « idéal » - Adapté d’aprés (283)
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3.2.4. Revue scientifique

La revue présentée ci-dessous nommée " Place des tests immunitaires fonctionnels dans la
prise en charge du risque infectieux et de la gestion des thérapies immunosuppressives chez
les patients immunodéprimés non-VIH "(254) soumis a « la revue de médecine interne »,
décrit les différents tests immunitaires fonctionnelles (IFA) développés et/ou commercialisés

ainsi que leur utilisation dans le contexte des déficits immunitaires secondaires hors-VIH.

Apres une introduction générale sur le suivi immunologique des déficits immunitaires, le
positionnement, I'intérét et le principe de différents IFA sont abordés dans trois contextes
spécifiques. : 1) la gestion du risque infectieux, ii) la réponse vaccinale et iii) la gestion des

thérapies immunosuppressives.

L'objectif de cette revue était de décrire les IFA disponibles dans le cadre d'un déficit

immunitaire acquis non lié au VIH et de présenter leurs avantages et leurs inconvénients.
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The purpose of this review is to describe immune functional assays available in the setting of non-HIV acquired
immune deficiency. First, we will address the use of theses assays in the diagnosis of opportunistic infections such
as viral reactivation. Secondly, we will report the usefulness of these assays to assess vaccine efficacy and to man-
age immunosuppressive therapies.
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1. Introduction

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

Le systéme immunitaire comprend une multitude de composants
cellulaires et moléculaires répartis dans tout I'organisme et rapidement
mobilisables. La connaissance des mécanismes régissant son
fonctionnement a considérablement progressé en peu de temps,
favorisée par des avancées majeures telles que la vaccination, les tech-
niques de transplantations, jusqu'aux immunothérapies actuelles en
plein essor [3]. Outre sa composition, la complexité de ce systeme
tient aussi a la succession de phénoménes dynamiques. Ainsi, les tests
disponibles en routine comme le compte cellulaire, la mesure de
marqueurs solubles ou de surface (cytokines, anticorps ou systéme du
complément) et I'analyse du phénotype cellulaire en cytométrie de
flux ont leurs limites et peuvent méconnaitre des altérations
fonctionnelles. Contrairement a ces marqueurs traditionnels explorant
des déficits quantitatifs ou phénotypiques, les tests évaluant la réponse
immunitaire induite apres stimulation ont pour but de mimer une con-
dition in vivo permettant d'appréhender une altération immunitaire
fonctionnelle [4]. Ces tests que nous appellerons IFAs, acronyme anglo-
phone de immune functional assays, sont connus depuis longtemps, en
l'occurrence lors des premiers essais antivarioliques. Depuis, ils sont ac-
cessibles en routine dans le cadre nosologique de l'infection
tuberculeuse latente (c'est a dire, intradermoréaction a la tuberculine
ou test de production d'interféron [IFN]-y) et le diagnostic des déficits
immunitaires primitifs [5]. Actuellement, ils font partie du panel ou «
immunomonitoring » des patients atteints de déficit immunitaire,
pour des prises en charge liées a la vaccinologie, I'infectiologie, la trans-
plantation d'organes solides (TOS) et de cellules souches
hématopoiétiques (CSH), I'allergologie, la cancérologie et les immuno-
thérapies plus récentes [6].

L'enjeu actuel est le positionnement des IFAs dans le concept plus
large « d'immunologie des systémes ». Ce concept résulte de la rapidité
des avancées technologiques a partir d'un échantillon sanguin et la
capacité a générer et a analyser une somme trés importante de données
a une échelle individuelle. Cela permet de développer une approche
translationnelle, connectant la pratique médicale clinique aux avancées
fondamentales et technologiques (« from bench to bedside ») [1,7]. Dans
une optique de médecine personnalisée, son but est la stratification des
patients et la modélisation de biomarqueurs accessibles et
reproductibles [1]. La possibilité de « cartographier » un statut
immunitaire est une avancée majeure en immunologie clinique, car
I'application des connaissances développées a partir des modeéles
expérimentaux mammiféres (le plus souvent murins) s'est avérée
souvent limitée [4].

L'objet de cette revue est de décrire les applications des IFAs dans le
suivi immunologique des déficits immunitaires acquis, notamment au
sein de populations dont le nombre et la diversité croissent, tels que
les receveurs de TOS ou de CSH (hors infection par le VIH).

2. IFAs et risques infectieux

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

Citons d'abord leur développement dans la prise en charge de
l'infection a Mycobacterium tuberculosis. La réponse immunitaire
cellulaire joue un role pivot dans le controle de I'infection via la produc-
tion d'interféron-gamma (IFN-y). La détection de l'infection
tuberculeuse latente est I'élément majeur du dispositif préemptif visant
a diminuer le risque de tuberculose maladie. Dans ce cas, la mise en cul-
ture d'un échantillon par les techniques classiques de microbiologie
pour l'identification du M. tuberculosis est vouée a I'échec. Outre
l'intradermoréaction classique décrite par Koch et al. en 1890 qui
mesure la réponse d'hypersensibilité retardée dépendante des lympho-
cytes T in vivo aprés exposition intradermique a la protéine ubiquitaire
mycobactérienne tuberculine. Les tests récents cherchent a améliorer
les performances diagnostiques ex vivo. Il s'agit de tests appelés inter-
feron-gamma release assays (IGRAs) détectant I'l[FN-y sécrété apres
stimulation du sang total par des antigénes spécifiques de M. tuberculo-
sis [5]. La détection de production d'IFN-y quantifiée en comparaison
aux controles simultanés négatif et positif indique la présence dans
I'échantillon de sang total de lymphocytes T réactifs a la présentation
spécifique de I'antigéne de M. tuberculosis. Cette réponse indique un sig-
nal mémoriel sans discrimination temporelle de la primo-infection ni
valeur prédictive positive du développement ultérieur d'une tubercu-
lose maladie. En conséquence, les IGRAs ne permettent pas la distinction
entre une infection tuberculeuse latente et une tuberculose maladie. Ce
test a la spécificité élevée est indiqué dans les cas suivants : (1) pour
I'enquéte autour d'un cas confirmé ; (2) lors de I'embauche des
professionnels a risque d'exposition, dont les professionnels de santé ;
(3) pour laide a [l'orientation diagnostique des formes
extrapulmonaires de la tuberculose-maladie ; (4) avant la mise en
route d'un traitement par anti-TNFa (tumour necrosis factor-alpha) ;
(5) chez le patient infecté par le VIH ; (6) chez les enfants migrants de
moins de 15 ans [8]. Deux IGRA commerciaux sont disponibles en
France : le QuantiFERON-TB Gold in Tube® et le T-SPOT-TB®. Le premier
quantifie la production ex vivo d'IFN-vy apreés stimulation de sang total
par les protéines spécifiques de M. tuberculosis (ESAT-6, CFP10 et
TB7.7) grace a la technique elisa (enzyme-linked immunosorbent
assay). Le deuxiéme test repose sur l'utilisation de la technique elispot
(enzyme-linked immmunosorbent spot). Il s'agit d'une stimulation par
des protéines spécifiques de M. tuberculosis (ESAT-6 et CFP10) d'un
nombre défini de cellules mononuclées du sang périphériques
préalablement purifiées, le nombre de spots mesurés révélent la
quantité d'IFN-y sécrétée a I'échelle cellulaire ce qui suggere une
meilleure sensibilité de ce test. Ainsi le T-SPOT-TB® est préférablement
utilisé en routine chez les patients immunodéprimés ou avant la mise en
route d'un traitement par anti-TNFo.. Méme si la sensibilité des IGRA est
supérieure a celle de I'IDR dans ces contextes, le manque de données
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comparant ces deux IGRA suggeéere de combiner leur résultat en cas
d'incertitude [9,10].

Des travaux en cours testent le principe de I'lGRA en réponse a une
adhésine de membrane de M. tuberculosis nommée HBHA (heparin-
binding haemagglutinin adhesin), ligand immunogéne puissant des lym-
phocytes T (en particulier des lymphocytes T CD4 ™ disposant d'une
fonction cytotoxique) associés a I'immunisation contre la maladie [11].
Les premiers résultats cliniques suggérent que I'lGRA HBHA serait un
test immunologique diagnostique de tuberculose maladie et
possiblement pronostique dans la mesure ot une forte réactivité a la
protéine HBHA serait associée a un controle de la maladie [12].

2.1. IFAs et réactivations virales chez le patient inmunodéprimé

Le domaine d'application de I'lGRA concerne aussi les virus,
notamment dans le contexte de TOS ou de transplantation de CSH.
Dans le contexte de la TOS, la prise d'immunosuppresseurs antirejet a
vie est responsable d'une dysimmunité cellulaire, parfois aggravée par
des facteurs en lien avec la maladie sous-jacente ou des comorbidités
associées. Dans le contexte de transplantation de CSH, les traitements
immunosuppresseurs sont en théorie stoppés dans des délais variables
selon le type d'hémopathie sous-jacente et les modalités de transplanta-
tion. Néanmoins, aprés une transplantation allogénique de CSH, la prés-
ence d'une maladie du greffon contre I'h6te peut nécessiter le maintien
d'un traitement immunosuppresseur. Dans ces circonstances, la latence
de certains pathogénes endogénes opportunistes ne peut étre
maintenue en I'état par une immunité cellulaire sous-optimale, avec
des conséquences sur le pronostic de la greffe et la survie des receveurs
[13,14].

Les principaux virus concernés appartiennent a la famille des
Herpesviridae, comme le cytomégalovirus (CMV), le virus d'Epstein-
Barr (EBV) et le virus de la varicelle-zona (VZV), herpes virus humain 6
(HHV-6). La plupart des réactivations virales sont accessibles a des
stratégies thérapeutiques prophylactiques et préemptives guidées par
le suivi des charges virales sanguines mesurées par polymerase chain re-
action (PCR). Comme nous I'avons déja évoqué, la problématique est de
disposer d'outils de mesure du seuil immunitaire permettant de prédire
le risque de réactivation virale et d'adapter le traitement
prophylactique.

2.1.1. IFAs et cymétomégalovirus

Les principales études concernent la détection de réactivation du
CMV dont la prévalence atteint 37 % apres transplantation allogénique
de CSH et 30 % apres TOS [15]. L'infection de I'h6te par le CMV est
responsable d'une augmentation de la morbi-mortalité en lien avec
des effets pathogénes direct (maladie a CMV) et indirect en affectant
le greffon via une immunomodulation [13].

Le principe de ces tests repose sur la mesure ex vivo de I'immunité
cellulaire spécifique anti-CMV apreés stimulation par des antigenes du
virus [16,17]. En dehors de protocoles individuels utilisés dans les
laboratoires, il existe deux principaux tests validés par le consensus In-
ternational du CMV et possédant le certificat de conformité européenne
pour le monitoring de I'immunité cellulaire anti-CMV dans les TOS [ 16—
18].

Le premier test appelé QuantiFERON-CMV® (QF-CMV, Cellestis,
Qiagen, Melbourne, Australie), est le plus fréquemment utilisé et le
plus simple. Il repose sur la quantification d'IFN-y produit par les lym-
phocytes T CD8™ aprés stimulation de sang total ex vivo par un ensem-
ble d'épitopes de protéines immunogénes du CMV (incluant la gB, I'lE-1,
la pp65 et la pp50, qui sont spécifiques des molécules HLA de classe I)
préalablement coatés dans un tube de prélévement standardisé puis
quantifiés par un test elisa. Ce test a été évalué dans différentes
problématiques liées a la réactivation CMV aprés TOS telles que : (1)
la stratification du risque de réactivation en fonction du test réalisé en
pré-greffe chez les receveurs CMV-séropositives (R+) ; (2) la

prédiction d'une occurrence tardive apres arrét de la prophylaxie en
cas de donneur CMV-séropositif et receveur CMV-séronégatif (D +/R-
); (3) la mise en évidence d'une protection immunitaire cellulaire
spécifique efficace en lien avec des virémies CMV asymptomatiques
chez les receveurs D+/R+ ; (4) la prédiction de récidive de maladie
ou virémie a CMV chez les receveurs R+ recevant un traitement
préemptif ou une prophylaxie secondaire [19-22]. Ces études montrent
l'intérét de réaliser I'immunomonitoring anti-CMV pour guider la
prophylaxie antivirale de maniére personnalisée [22].

Le deuxiéme test nommé T-Track CMV® (Lophius Biosciences
GmbH, Regensburg, Allemagne) repose sur un test ELISpot. Il a montré
un intérét similaire, voire supérieur a celui du QF-CMV® en termes de
prédiction du risque de réactivation CMV dans la greffe rénale [23-
25]. L'inconvénient de ce test est lié a sa technique qui entraine un
cofit et un temps de manipulation élevé ainsi que I'absence de seuil de
significativité universel.

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

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

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

Par analogie, les IGRA ont été étudiées pour d'autres réactivations
virales dans le contexte de TOS ou transplantation de CSH, comme la ré-
activation EBV et BK polyomavirus (BKPyV). Aprés la greffe, la réactiva-
tion EBV peut induire une lymphoprolifération maligne (répondant a
I'abréviation anglophone de PTLD, post-transplant lymphoproliferative
disease) dans moins de 2 % des cas et peut atteindre 20 % dans les cas
de forte immunosuppression, ce qui améne a proposer des stratégies
de thérapie préemptive via I'administration de I'anticorps monoclonal
chimérique spécifique des lymphocytes B anti-CD20™ [30]. En dépit
du fait que le site de latence a vie de I'EBV soit les lymphocytes B, il
est démontré que le controle de la réactivation a EBV est sous le controle
des lymphocytes T cytotoxiques [31]. Ainsi, des travaux ont démontré la
possibilité de mesurer la réponse immunitaire cellulaire T EBV-
spécifique mais l'application en pratique clinique reste pour l'instant
limitée [17]. Par exemple, la technique d'elispot en réponse a des pep-
tides d'EBV (EBNA) combinée a la charge virale EBV permet de guider
la prophylaxie anti-infectieuse aprés TOS et greffe de CSH [32,33].
Quant au BKPyV, responsable de néphropathie et rejet apreés greffe
rénale, les résultats des études préliminaires basées sur la technique
elispot (apres stimulation par des particules antigéniques du BKPyV)
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étaient en faveur d'une élimination du virus en cas de sécrétion d'TFN-y
plus élevée. Ces résultats soulignent I'utilité de ces tests pour guider la
gestion des immunosuppresseurs aprés TOS et diminuer le risque de
rejet de greffon [34].

Dans la greffe de CSH, I'intérét d'un immumonitoring de I'immunité
cellulaire T anti-VZV a été démontré mais il n'existe pas en routine de kit
commercial standardisé. Apres la greffe de CSH, le déclin immunitaire
expose a des complications de la réactivation a VZV, de la névralgie
post-zostérienne au zona viscéral disséminé mettant en jeu le pronostic
vital. Ex vivo, des tests de prolifération lymphocytaire aprés stimulation
de cellules mononuclées du sang périphérique par le VZV ont montré un
intérét pour la détection d'une restauration de I'immunité cellulaire
anti-VZV [35]. Les IGRA (par technique elisa ou elispot) ont eux aussi
trouvé leur place dans la détection de I'immunité cellulaire anti-VZV
avec une sensibilité similaire et une meilleure faisabilité par rapport
aux tests de prolifération lymphocytaires. Ces travaux augurent d'une
application potentielle en routine pour guider la durée de la prophylaxie
anti-VZV et évaluer I'efficacité de candidats vaccins anti-VZV aprés
greffe de CSH [28,36].

2.2. IFAs et risques infectieux non spécifiques de l'immunodéprimé

De facon similaire, un IGRA appelé QuantiFERON Monitor® (QFM,
Qiagen) est utilisé comme biomarqueur prédictif du risque infectieux
dans des cohortes d'immunodéprimés. Il repose sur I'évaluation ex
vivo de I'immunité non spécifique par la technique elisa de I'lFN-y sé-
crété dans le surnageant de culture cellulaire. La stimulation de
I'échantillon de sang total est obtenue par des microsphéres agrégeant
un ligand anti-CD3 induisant une stimulation lymphocytaire T et le li-
gand R848 induisant une stimulation innée via le Toll-like receptor
(TLR)-7 et le TLR-8 identifiant des particules virales. Mian et al. a
appliqué ce test chez 137 patients greffés d'organe solide (greffe
d'origine rénale, hépatique et pulmonaire) alors qu'étaient colligés les
épisodes d'infections bactériennes, virales et fongiques [37]. Le résultat
principal associait de fagon significative le risque de développer une in-
fection (au moins un épisode) a une faible production d'IFN-y jusqu'a 6
mois aprés la greffe. Pour une mesure d'IFN-y < 10 Ul/mL, le risque
infectieux était multiplié par 2 ou 3, selon le délai apreés la greffe. De la
méme maniére, chez 44 patients cirrhotiques non greffés et 64 patients
greffés cardiaques, il existait un sur-risque infectieux significatif (toute
infection confondue) en cas de détection plus faible d'IFN-y aprés stim-
ulation [38,39].

Un autre IFA a montré une corrélation entre le risque infectieux et la
mesure de I'immunité cellulaire. Ce test, commercialisé sous le nom
d'ImmunoKnow assay® (Cylex, Inc.), a été approuvé par la Food and
Drug Administration (FDA) dans le cadre de la transplantation
requérant l'utilisation d'immunosuppresseurs majorant le risque
infectieux et impactant le pronostic et la survie. Son principe est
d'évaluer la réponse des lymphocytes T CD4" en réponse & un stimulant
lymphocytaire non spécifique appelé mitogéne (phytohémagglutinine)
par la mesure de I'adénosine triphosphate (ATP) produit. L'ATP est la
principale source d'énergie cellulaire et est libérée dans les premiéres
heures suivant I'activation des lymphocytes T permettant une évalua-
tion rapide de la fonctionnalité cellulaire. Brievement, la technique
consiste a stimuler du sang total pendant 15 a 18 heures avec de la
phytohémagglutinine puis de sélectionner les lymphocytes CD4™" et
de mesurer I'ATP intracellulaire produit apres lyse cellulaire par une
technique de bioluminescence (luciférase). Dans une méta-analyse de
504 receveurs de TOS, une réponse diminuée au test InmunKnow®
(< 25 ng/mL) était associé a un risque infectieux 12 fois plus élevé
[40]. Utilisé en pour le suivi immunologique chez 175 greffés
pulmonaires, il a permis d'identifier un sous-groupe de receveurs a
haut risque infectieux (odds radio 2,81) et un sous-groupe de
receveurs colonisés fongiques a risque de développer une infection
fongique invasive [41]. Ce test est donc positionné actuellement

comme une aide a la gestion du niveau d'immunosuppression apres la
greffe.

Les IFAs sont performants dans la mesure fonctionnelle de
I'immunité cellulaire. Cependant, 1'étude de I'immunité innée aprés
stimulation ex vivo peut également étre informative et I'étude de Vallin
et al. en fait la démonstration. Cette étude a montré que chez 45 cas de
greffe rénale, une diminution de la synthése du TNF-a par les mono-
cytes (CD147CD16™) en réponse a un peptide de I'EBV était associée
a plus de complications infectieuses aprés la transplantation [42].

3. Evaluation de la réponse vaccinale chez les patients
immunodéprimés

Les IFAs représentent également le moyen d'évaluer la réponse
vaccinale chez le patient immunodéprimé ou dans le contexte
d'immunosénescence. Ces deux catégories incluent des patients de
compétence immunitaire trés variable. C'est pourquoi, malgré des
recommandations vaccinales spécifiques a chaque groupe, il est
nécessaire dans les années a venir d'affiner les facteurs associés a 1'échec
vaccinal, a une moindre réponse vaccinale ainsi que la durabilité de la
réponse vaccinale [43]. Historiquement, le marqueur de réponse
vaccinale est la sérologie mais elle ne permet pas d'évaluer la mémoire
a long terme et le titre d'anticorps peut étre mésestimé par la supplé-
mentation en dérivés de produits sanguins comme les perfusions
d'immunoglobulines polyvalentes ou spécifiques. Le principe des IFAs
dans ce domaine repose sur l'utilisation d'antigéne de rappel
appartenant a la souche vaccinale mise en contact avec tout ou partie
des effecteurs cellulaires immunitaires. L'évaluation de la réponse
immunitaire fonctionnelle en réponse a I'antigéne vaccinal dépend de
la nature du vaccin. Les antigénes de type protéiques (vaccins vivants,
inactivés, toxoides ou des sous-unités du virus de I'hépatite B,
coqueluche et grippe) induisent une réponse cellulaire B dépendante
des lymphocytes T grace a une coopération active des lymphocytes T-
helper (CD4™) produisant des anticorps de forte affinité et une mémoire
vaccinale prolongée. Inversement, les antigénes de type
polysaccharidiques ou glyco conjugués (pneumocoque, méningocoque
et Haemophilus influenzae) engendrent une réponse lymphocytaire B
T-indépendante avec une production d'anticorps spécifiques rapide
mais transitoire, de faible affinité et n'induisant peu ou pas de mémoire
immunitaire [44].

3.1. IFAs et réponse vaccinale T-dépendante

Pour évaluer la réponse vaccinale cellulaire T-dépendante, les
principaux IFAs utilisés sont le test de prolifération lymphocytaire T et
la détection de cytokines de type Th1 (principalement I'l[FN-y) aprés
stimulation par I'antigéne de rappel ex vivo. L'intérét de ces tests est
donc de mesurer I'efficacité de la réponse vaccinale non humorale en
cas d'immunosuppression. En effet, I'activité lymphocytaire T a un role
direct dans la clairance virale d'un virus tel. que la grippe, via la libéra-
tion de cytokines par les lymphocytes T cytotoxiques (CD8™),
l'activation Fas-FasL liée au programme de mort cellulaire et la
potentialisation de I'effet cytotoxique cellulaire et de I'immunité
humorale par les lymphocytes T-helper (CD4™) [45].

Il s'agit donc d'utiliser des tests similaires a ceux cités
précédemment : mesure de cytokines par test elisa ou elispot [4]. La
technique ELISpot est la plus utilisée en laboratoire de recherche, elle
permet de quantifier avec une grande sensibilité le nombre de cellules
sécrétrices d'IFN-y (cellules mémoires et effectrices T) aprés leur stim-
ulation avec un antigéne viral. Des données sont néanmoins disponibles
sur la protection vaccinale antigrippale chez des personnes agées [46].
Dans une autre étude d'Avetisyan et al., la réponse a un antigéne grippal
a été mesurée chez des patients transplantés de CSH en comparaison a
des volontaires sains par un test ELISpot effectué 4 semaines apres la
vaccination. La réponse IFN-y générées par les lymphocytes T CD8™"
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était significativement augmentée dans les deux groupes, tandis que
le taux d'anticorps au seuil de protection contre le sérotype HIN1
de la grippe n'était observé que chez 29 % des receveurs de
transplantation [47].

Quant aux tests de prolifération lymphocytaire, les protocoles
utilisent de maniére similaire un antigéne de rappel vaccinal (diphtérie,
ténanos, etc.). Aprées purification, les cellules mononuclées du sang
périphérique sont stimulées in vitro par I'antigene de rappel pendant
plusieurs jours. C'est la division cellulaire qui est mesurée apres
I'application d'un marqueur en cytométrie de flux. Une différentielle
de prolifération cellulaire avant et aprés la vaccination permet
d'appréhender la réponse vaccinale. Des protocoles sont largement uti-
lisés en routine a I'échelle locale et en recherche dans le cadre des défi-
cits immunitaires cellulaires, apres greffe de CSH ou TOS.

3.2. IFAs et réponse vaccinale T-indépendante

Pour évaluer la réponse cellulaire B T-indépendante, il existe des
tests ELISpot B mais ils sont peu utilisés du fait de difficultés techniques
liées a la faible fréquence des lymphocytes B spécifiques. L'autre test
permettant d'observer I'efficacité de ce type de vaccin est I'évaluation
de la capacité d'opsonophagocytation des anticorps spécifiques de
I'antigéne polysaccharidique. Il a été décrit en 1997 par Romero-Steiner
et al. pour mesurer la fonctionnalité des anticorps anti-
pneumococciques [48]. Il est utilisé comme corrélat de protection par
mesure in vitro des capacités fonctionnelles des anticorps produits
grace a la vaccination. C'est un outil de sélection de vaccin pertinent
par la mesure des anticorps vaccinaux induits capables d'activer la
voie du complément et par conséquent la destruction du pathogéne
par opsonophagocytation [49]. Par exemple pour le vaccin anti
pneumococcique, il permet d'évaluer I'immunogénicité de chaque poly-
saccharide présent dans la préparation vaccinale permettant
d'optimiser I'immunogénicité vaccinale [50]. Nived et al. ont mesuré la
réponse vaccinale anti pneumococcique au vaccin conjugué 13-valent
du pneumocoque par la technique d'opsonophagocytation chez 49 pa-
tients atteints de vascularite systémique traités  par
immunosuppresseur et/ou corticoides [51]. La réponse vaccinale était
diminuée significativement chez les patients recevant du cyclophospha-
mide, de I'azathioprine ou du méthotrexate par comparaison aux pa-
tients recevant seulement des corticoides. Cela souligne I'importance
d'administrer les vaccins polysaccharidiques aux patients atteins de
maladie  systémique préalablement a l'introduction des
immunosuppresseurs.

3.3. Utilisation en routine des IFAs et perspectives

En raison de leur complexité, du cofit et du temps technique requis,
les IFAs ne peuvent étre qu'une alternative de deuxiéme ligne aux tests
immunitaires conventionnels de routine. Néanmoins, en s'appuyant sur
les résultats cités ci-dessus, nous soulignons que I'IFA ne peut étre
substituée par un marqueur traditionnel.

Dans la pratique clinique, certains centres élaborent des protocoles
utilisant ces tests en routine notamment pour évaluer la réponse au
calendrier vaccinal post-transplantation de CSH ou dans le cadre des
déficits immunitaires primitifs. Dans ces cas, I'enjeu est double. D'une
part, il est nécessaire d'évaluer la capacité fonctionnelle du systéme
immunitaire a répondre a une stimulation antigénique permettant de
valider le bon timing vaccinal; d'autre part il est nécessaire de vérifier
le niveau de protection vaccinale. C'est ce que propose le Centre de réf-
érence des déficits immunitaires héréditaires (Ceredih) chez des
enfants receveur de greffe allogénique de CSH dans la cadre d'un déficit
immunitaire primitif. De la méme maniére, le Haut conseil de santé
publique (HCSP) recommande de réaliser un test de prolifération
lymphocytaire en réponse a une stimulation non spécifique (mitogéne)
ex vivo avant l'injection de vaccin vivant atténué dans le syndrome de

Di George (déficit immunitaire primitif) responsable d'une
lymphopénie dont la sévérité expose a des effets secondaires de ces
vaccins. Cependant, ce test ne préjuge pas de la protection vaccinale
induite [43].

Certaines limites sont importantes a mentionner : les études
récentes soulignent une variabilité inter- et intra-individuelle notable
dépendante de critéres démographiques (age, sexe, état métabolique
ou inflammation chronique) et socio économiques constituant un nou-
veau défi pour les essais de réponse vaccinale et de développement de
vaccins. Ainsi le concept d'immunologie des systémes s'applique de la
méme maniére a la « vaccinologie des systémes » qui a été développée
par Pulendran et al [52]. Cette approche utilise des « omics », c'est-a-
dire un ensemble d'outils générant une quantité massive de données
composites afférentes a la protéomique, la transcriptomique ou la
génomique dont l'analyse in silico aura pour but d'identifier des
marqueurs prédictifs de la réponse immune innée ou adaptative post-
vaccinale [52,53]. La premiére application de cette approche a permis
d'identifier une signature précoce permettant de prédire I'amplitude
de la réponse T CD8™ au vaccin de la fiévre jaune [54]. Une autre
approche s'intéressait a prédire la réponse vaccinale en fonction de la
voie d'injection du vaccin (sous-cutanée, intradermique ou
intramusculaire) par le biais d'une signature de géne de I'immunité
innée corrélée a la qualité de la réponse lymphocytaire cytotoxique
(CD8™) [53]. Les IFAs ont leur place dans ce type d'approche et c'est
une équipe de recherche de I'Institut Pasteur qui a récemment
développé un IFA standardisé dont les domaines d'application en
immunologie clinique sont larges incluant celui de la vaccination [6]. Il
s'agit d'une étude de la variance immunologique de I'étre humain
appelé « Milieu intérieur » qui définit une gamme de réponse
immunitaire « normale » en réponse a une stimulation ex vivo par
I'évaluation d'une signature moléculaire [55].

4. TFAs : outils d'évaluation des thérapies immunosuppressives

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

Le test InmunoKnow assay® (Cylex, Inc.) cité précédemment dans
I'évaluation du risque infectieux en post-greffe a aussi montré un intérét
dans I'évaluation du risque de rejet de greffe. Avant une greffe rénale,
une augmentation du taux d'ATP intracellulaire des lymphocytes T
CD4™" était associée a un risque relatif (RR) de rejet de greffe de 1,2 et
lorsque le taux augmentait entre les phases pré- et post-greffe, ce risque
était majoré (RR = 15,4) [56]. Dans une autre étude portant sur 126 cas
de greffe rénale, un taux élevé d'ATP avant la greffe était associé a des
signes histologiques de rejet de greffe cellulaire et des dysfonctions du
greffon et ceux présentant un rejet cellulaire aigu étaient associés a un
taux d'ATP augmenté apres la greffe [57]. Dans la méta-analyse de
Kowalski et al. citée ci-dessus, un taux élevé d'ATP intracellulaire >
supérieur a 700 ng/mL était associé a un risque de rejet cellulaire (RR
= 30). Ainsi, ce test présente un intérét dans l'immunomonitoring de
TOS pour I'évaluation du risque infectieux et celui du rejet afin d'aider
alagestion des immunosuppresseurs et la prédiction des complications.

St Pierre et al. ont exposé un concept d'évaluation de I'impact des
thérapies immunosuppressives sur le systéme immunitaire dans le
contexte des désordres immunitaires. Ils ont développé une plateforme
de tests immunitaires fonctionnels permettant d'évaluer l'impact
qualitatif et quantitatif des modulateurs pharmacologiques au profit
de la prédiction de l'efficacité thérapeutique et risques notamment
infectieux [58]. Les IFAs utilisés en réponse a chaque



550 M. Boccard et al. / La Revue de médecine interne 41 (2020) 545-551

immunomodulateur sont les tests mesurant la prolifération
lymphocytaire, la fonction des cellules naturalkiller, la capacité de
phagocytose et la réponse des TLR a des stimulants. De maniére
similaire, les IFAs sont utilisés pour I'évaluation thérapeutique des im-
munothérapies du traitement des cancers par la mesure de la réponse
spécifique cellulaire T antitumorale [59,60].

5. Conclusion

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

Comme souligné dans la partie introduction, les personnes immunodéprimées représentent
une population hétérogene en raison des origines diverses de la source d’'immunodépression
et de I'importante variabilité interindividuelle. L'une des problématiques communes aux
personnes immunodéprimées est l'importante morbi-mortalité liée aux infections
communautaires, nosocomiales ou opportunistes. Sur le versant infectieux, I'apparition
croissante de germes antibiorésistants suggére un usage non adapté des prophylaxies anti-
infectieuses. Sur le versant immunitaire les outils de mesure quantitatifs ou phénotypiques
permettant d’apprécier le degré dimmunodépression ont montré certaines limites,
démontrant le besoin d’utiliser des tests fiables reflétant le statut fonctionnel de la réponse

immunitaire afin d’optimiser les prophylaxies anti-infectieuses.

Les tests de fonctions immunitaires sont des outils de monitoring de la réponse de I'hote.
Informatifs sur la fonction des cellules, ils permettent notamment d'appréhender les
altérations immunitaires, I'une des caractéristiques de I'état d'immunodépression. L'état de
I'art concernant ['application des tests de fonctionnalité immunitaire dans le suivi
immunologique des déficits immunitaires secondaires a été résumé dans la revue "Place des
tests immunitaires fonctionnels dans la prise en charge du risque infectieux et de la gestion
des thérapies immunosuppressives chez les patients immunodéprimés non-VIH", publiée en
2020 dans « La revue de médecine interne ». Cette revue a permis de mettre en avant l'intérét
de la mesure de la fonction immunitaire dans des populations immunodéprimées via une
approche d’'immunomonitoring fonctionnelle dans i) la prédiction du risque infectieux, ii) la

réponse au traitement et iii) I’évaluation de la réponse vaccinale.

Cependant, étant donné I’'hétérogénéité des altérations immunitaires au sein des populations
immunodéprimées, cette revue souléve le besoin d’un outil standardisé et reproductible
minimisant la variabilité technique et limitant la complexité de l'interprétation, afin d’étre
capable d’évaluer la fonction immunitaire. Une premiére étude du consortium Milieu Intérieur
avait révélé le potentiel de I'utilisation des tubes Trucultures® pour évaluer de maniere
reproductible les réponses immunitaires innées ou adaptatives induites apres une stimulation

sur sang total chez une population saine.
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Nous avons réalisé une étude distincte a partir d’'une cohorte indépendante de volontaires
sains, puis nous avons comparé nos données transcriptomiques et protéiques obtenues post
stimulations en tubes Truculture® avec les données publiques de cette premiére étude. Une
forte corrélation a été mise en évidence, validant ainsi la reproductibilité de la méthode. Ces
résultats font I'objet de l'article « Towards standardisation of immunofunctional assays »,

publié dans « Clinical Immunology », en 2019.

Par la suite, nous avons utilisé cette méme approche dans une population de patients
immunodéprimés receveurs d’une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques
(allo-CSH). L'objectif était de faire un état des lieux de la reconstitution immunitaire par
analyse transcriptomique afin de décrire précisément la fonctionnalité des cellules

immunitaires innées et adaptatives a la période charniere de 6 mois post greffe.

Dans cette étude preuve de concept, nous avons également tenté d’identifier des profils
immunitaires spécifiques associés a la qualité de la reconstitution immunitaire et/ou a la
survenue de complications infectieuses. Cette étude associant données transcriptomiques,
données biologiques et informations cliniques fait I'objet d’un article en préparation intitulé "
Transcriptomic analysis reveals distinct profiles of functional immune reconstitution at six-

months after allo-HSCT ".

En plus de lintérét de ces tests de fonctions immunitaires pour la mise en évidence
d’altérations fonctionnelles non-spécifiques, ils sont également tres utiles dans le domaine de
I'infectiologie en quantifiant la réponse immunitaire spécifique d’'un microorganisme par
stimulation avec un agent immunogéne précis. Chez les personnes immunodéprimées comme
dans le cadre de l'allogreffe, le risque infectieux est I'une des complications majeures.
Disposer d’outils permettant d’apprécier la réponse immunitaire fonctionnelle, étroitement
liées au risque infectieux, permettrait ainsi d’optimiser la prise en charge des patients en
adaptant les prophylaxies ou en évaluant I'efficacité vaccinale. C'est notamment le cas pour
le Varicella-Zoster virus (VZV), qui en cas de réactivation, peut induire des complications
potentiellement fatales chez les personnes immunodéprimées et pour lesquels une
surveillance de la mémoire immunitaire individuelle est nécessaire.

Afin de répondre a cet objectif, nous avons évalué par trois méthodes différentes le statut
fonctionnel de I'immunité a médiation cellulaire spécifique au VZV de patients post allogreffe
de CSH.
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Cette étude combine les comparaisons des données générées par les différentes méthodes et
leur corrélation avec les numérations cellulaires, les données sérologiques et les données
cliniques. Ces résultats ont fait I'objet de I'article "A cross-sectional study of varicella zoster
virus (VZV) specific cell-mediated immunity after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation to enhance prevention of VZV reactivation", en cours de révision dans la

revue scientifique « Frontiers in immunology ».

Ces derniéres investigations nous ont permis de mettre en évidence que I'étude de la mémoire
spécifique cellulaire vis-a-vis d’un agent pathogéne pouvait apporter une plus-value par
rapport aux données sérologiques. Le contexte de la pandémie a la COVID-19 nous a poussé
également a poser cette question pour le SARS-CoV-2.

De maniere similaire au VZV, la fonction des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 est un
facteur clé du controle de l'infection et de I'intégrité des patients. La mesure de la réponse
cellulaire au SARS-CoV-2, en complément des mesures sérologiques, apparalt nécessaire dans
I’évaluation de la mémoire immunitaire individuelle post infection et/ou vaccination. Dans
cette étude, nous avons tenté de répondre a cette problématique en mettant au point un test
de la fonction immunitaire semi-automatisé. Ce test est basé sur la mesure de la libération
d’interféron gamma IFN-y (IGRA, de I'anglais interferon gamma release assay) aprés une

stimulation sur sang total de différentes cibles protéiques du SARS-CoV-2.

Ces recherches évaluent la spécificité, décrient les différents niveaux de sécrétions d’IFN-y et
comparent les données de fonctionnalité immunitaire aux données sérologiques. Les résultats
obtenus ont fait I'objet de la publication “Specific detection of memory T-cells in COVID-19
patients using standardized whole-blood Interferon gamma release assay” publiée en 2021

dans la revue scientifique « European Journal of Immunology ».
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TRAVAUX PERSONNELS
1. PREMIERE PUBLICATION : Towards standardization of Immune function

Afin de pouvoir évaluer la fonctionnalité du systéeme immunitaire, des outils reproductibles et
standardisés sont nécessaires. Les méthodes classiques de stimulation en PBMC utilisées telles
gue les tests de prolifération lymphocytaire ou de mesure de sécrétion de cytokines ayant
montré de nombreuses limites. Des études du consortium Milieu intérieur (Institut Pasteur)
ont permis d’évaluer un systeme de stimulation sur sang total standardisé nommé
TruCulture®, dans une cohorte de volontaires sains. Ces études ont permis d’identifier une
signature de 44 transcripts « capable de saisir la diversité des réponses immunitaires
complexes » (284) de « fournir des valeurs de référence pour des cytokines et chimiokines

induites par une large gamme de stimulants innés et adaptatifs » (285).

Aprés une réanalyse interne des données publiques issues de |'étude fonctionnelle du
consortium Milieu Intérieur (285), le lipopolysaccharide (LPS) et I'entérotoxine B
staphylococcique (SEB) ont été sélectionnés comme étant les deux stimulants modulant le plus
grand nombre de cytokines et, de surcroit, de maniere complémentaire en terme de sécrétion.
Le LPS est un composant de la membrane externe des bactéries Gram négatif et un ligand
spécifique du TLR-4 (de I'anglais Toll Like Receptor), récepteur membranaire exprimé sur
différentes cellules de I'immunité innée comme les macrophages ou les cellules dendritiques.
L'interaction LPS/TLR-4 induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires ainsi que la
maturation fonctionnelle des cellules présentatrices d'antigenes du systeme immunitaire inné.
Le SEB quant a lui est une entérotoxine produite par la bactérie gram-positive Staphylococcus
aureus ayant des propriétés superantigéniques. Le SEB se lie simultanément sur le complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) exprimé sur les cellules présentatrices d'antigenes (CPA)
et sur le récepteur membranaire des lymphocytes T (TCR de I'anglais T cell receptor). Cette
double liaison va ainsi induire une régulation a la hausse des marqueurs d'activation et la
prolifération des lymphocytes, acteurs principaux de la réponse immunitaire adaptative, ainsi
gu’une libération massive de cytokines pro-inflammatoires. L'utilisation de ces deux
stimulants permet donc d’évaluer la réponse immunitaire globale a travers I'activation des

pans inné et adaptatif.
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Au cours de cette étude, a I'aide d’une cohorte indépendante de 20 volontaires sains, nous
avons évalué la reproductibilité et la robustesse de cette méthode sur I'ensemble du
processus, de la stimulation du sang total dans les tubes Trucultures® a I'analyse de la réponse
des 44 transcripts. En paralléle, nous avons également mesuré la sécrétion de la protéine IFNy
post stimulation avec le SEB, cytokine classiquement mesurée dans les tests de fonction
immunitaire, notamment pour le diagnostic de la tuberculose (TB) en clinique (TB-IGRA pour
Interferon-gamma release assay). Enfin, une évaluation de la corrélation entre |'expression du

géne (IFNG) et la sécrétion de la protéine qui lui est associée (IFNy) a été réalisée.

Les résultats obtenus mettent en évidence une treés grande reproductibilité de la méthode,
pourtant évaluée sur deux cohortes complétement indépendantes, suggérant ainsi que ce
systeme standardisé permet de restreindre la variabilité provenant des stimulants (LPS ou SEB)

et d'étudier dans un environnement plus contrélé la réponse immunitaire.

Cette étude démontre que des méthodes standardisées pour I'évaluation de la fonction
immunitaire existent et pourraient étre mises en ceuvre dans des recherches a plus grande
échelle. Ceci suggere également que ce systéme standardisé pourrait étre un outil pertinent
afin de révéler le dysfonctionnement de I'immunité innée et adaptative chez des patients

souffrant de troubles liés a I'immunité.

L'ensemble de ces résultats a fait 'objet de I'article « Towards standardization of Immune

Functional Assays", publié en 2019 dans la revue scientifique « Clinical Immunology ».
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Standardization

Recent advances in the immunotherapy field require evaluation of the immune function to adapt therapeutic
decisions. Immune functional assays (IFA) are able to reveal the immune status and would be useful to further
adapt and/or improve patient's care. However, standardized methods are needed to implement IFA in clinical
settings. We carried out an independent validation of a published method used to characterize the underlying
host response to infectious conditions using an IFA. We evaluated the reproducibility and robustness of this IFA
and the associated readout using an independent healthy volunteers (HV) cohort. Expression of a 44-gene sig-

nature and IFNy protein secretion was assessed after stimulation. We observed a strong host-response correlation
between the two cohorts. We also highlight that standardized methods for immune function evaluation exist and
could be implemented in larger-scale studies. This IFA could be a relevant tool to reveal innate and adaptive
immune dysfunction in immune-related disorders patients.

1. Introduction

The increase in patients suffering from immune-related disorders
led to the improvement in precise knowledge concerning the compo-
nents and function of the immune system. Whether of physiological or
pathophysiological origin, i.e. immunosenescence [1] or autoimmune
diseases [2,3], the identification of immune alterations requires close
monitoring of the immune status. Their ever-increasing number and
severity make these disorders a major public health problem. Several
therapies targeting the immune system, such as anti-inflammatory
agents or immunostimulatory therapy, are currently used to re-balance
the immune system in immunocompromised patients. Nevertheless,

clinicians lack the tools to decipher immune status, and more precisely,
immune function, in order to adapt therapeutic decisions and perso-
nalize patient care.

In some clinical situations, the use of immune functional assays
(IFAs) could help improve management and reveal valuable informa-
tion compared to the use of circulating biomarkers such as cell counting
or measurement of soluble and cell surface biomarkers. Based on the
evaluation of the immune response after an in vitro stimulation with
antigen, IFAs allow assessing the immune function as well as anticipate
the ability to respond to therapy or fight a pathogen. In the last few
years, T-cell mediated immunity (blood-based) assays, such as inter-
feron gamma release assays (IGRA), have been developed and have

Abbreviations: HV, healthy volunteers; IFA, immune functional assays; IFN-y, interferon gamma; IGRA, interferon gamma release assays; LPS, lipopolysaccharide;
LTI, latent tuberculosis infection; MI, milieu intérieur; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; SEB, staphylococcal enterotoxin B
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Fig. 1. Gene expression after SEB- and LPS-whole blood stimulation.
Whole blood from 25 healthy volunteers enrolled in the Milieu Intérieur cohort

[ 2 4 6 8

Gene expression after LPS stimulation
Milieu intérieur cohort (log2)

(blue) and from 20 healthy volunteers included in the Lyon study cohort (red) was

stimulated in TruCulture tubes during 24 h. After mRNA extraction, gene expression was quantified using Nanostring nCounter® technology and normalized using
NSolver® software using four housekeeping genes (HPRT1, POLR2A, RPL19 and TBP). Fold changes are used to describe gene expression variation between the
stimulated condition (SEB (A) or LPS (C)) and the control condition (NULL) for the 44-gene signature studied. The Milieu Intérieur data was obtained from Gene
Expression Omnibus (GEO) DataSets (GSE85176) [12]. Comparison of both cohorts was performed using a Deming regression analysis on gene expression medians
following SEB (B) or LPS (D) stimulation. A Spearman's correlation coefficient was calculated for each condition and indicated on each graphical representation. The
orange dots represent individual gene expression, the blue beam represents the confidence interval, the blue line the Deming regression and the red dotted line the
theoretical 100% identity. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

revolutionized the detection of latent tuberculosis infection (LTI). This
type of test enables clinicians to be more accurate and effective in the
management of patients suffering from specific disorders. Research, as
well as clinical studies, use and adapt these IFAs to try to respond to
specific questions, such as the capacity of specific patients to respond to
vaccination [4-6]. Despite encouraging results, the main challenge
which complicates the implementation of IFAs in clinical settings is the
need for standardization in order to perform these methods in any la-
boratory, in a reliable and reproducible way [7].

Such tests should minimize the number of steps during sample
preparation and ideally use the biological matrix directly sampled from
the patient to limit technical variability and eliminate the pre-analytical
error. As already described for cytokine release assay [8,9], use of direct
measurement in whole blood sampling would be the relevant solution
to minimize the risk of contamination and avoid causing non-specific
cell activation or cell death [10]. Indeed, the use of whole blood rather
than peripheral blood mononuclear cell (PBMC) isolation preserves all
interactions between circulating immune cells and reflects the internal
environment of the subject [11]. Nevertheless, in addition to this
pressing need for standardization, the second difficulty encountered is
the inter-individual variability exhibited by the immune system.

In this context, the Milieu Intérieur team (MI) used a whole blood,
semi-closed stimulation system built into syringe-based medical

devices, with the ambition to define the boundaries of a healthy im-
mune response [12]. Using a cohort of 25 healthy volunteers (HV)
(aged between 30 and 39 years) stratified by gender (13 women, 12
men), they challenged whole blood with complex stimuli (mimicking
fungi, bacteria, and virus infection) and established a 44-gene expres-
sion signature, capturing the diversity of complex immune responses. In
this study, an independent validation of the protocol developed by
Urrutia et al. was performed step by step in order to evaluate the re-
producibility of the technical process before its potential implementa-
tion for the management of patients with immune-related disorders in
clinical settings.

2. Material and methods
2.1. Blood stimulation

According to EFS standardized procedures for blood donation and to
provisions of the articles R.1243-49 and following ones of the French
public health code, a written non-opposition to the use of donated
blood for research purposes was obtained from HV. The blood donors'
personal data were anonymized before transfer to our research la-
boratory. We obtained the favourable notice of the local ethical com-
mittee (Comité de Protection des Personnes Sud-Est II, Bitiment Pinel,
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Whole blood from 20 healthy volunteers included in the Lyon study cohort (A) and from 25 healthy volunteers enrolled in the Milieu Intérieur (MI) cohort (B) was
stimulated with SEB in TruCulture tubes for 24 h. Comparison between IFNy mRNA and protein expression was assessed separately for each healthy cohort due to the
use of a different method for cytokine secretion measurement. For protein quantification, IFNy release was quantified in TruCulture supernatant using Luminex
xMAP® for the MI cohort and using VIDAS® platform (bioMérieux) for the Lyon cohort. Count number for mRNA ifn-y gene expression was normalized by the
geometric mean of HPRT1, POLR2A, RPL19 and TBP housekeeping genes. Gene data from the MI study was obtained from Gene Expression Omnibus (GEO) DataSets
(GSE85176) [12] and protein data extracted from Duffy et.al supplementary information [15]. Spearman's correlation coefficient (rho) was calculated for each

condition and indicated on each graphical representation.

59 Boulevard Pinel, 69,500 Bron) and the acceptance of the French
ministry of research (Ministéere de 1'Enseignement supérieur, de la
Recherche et de 1'Tnnovation, DC-2008-64) for handling and conserva-
tion of these samples.

Whole blood from healthy volunteers (n = 20), stratified by gender
(10 women and 10 men), and with a median age of 52 years (range:
25-65 years), was distributed (1 mL) into pre-warmed TruCulture tubes
(Myriad Rbm, Austin, TX, USA) containing either medium alone (Null),
staphylococcal enterotoxin B (SEB; 400 ng/mL), or lipopolysaccharide
(LPS; 100 ng/mL (E.coli, 055:B5)). These were then inserted into a dry
block incubator and maintained at 37 °C. After 24 h of stimulation, the
pellet was separated from the supernatant using a valve and kept in TRI
Reagent® LS (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). This protocol was
adapted from Urrutia et al. [12].

2.2. Cytokine and transcriptomic assays

Interferon gamma (IFN-y) release was quantified from TruCulture's
supernatant using an immunoassay in the VIDAS® platform
(bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France).

As previously described, RNA extraction was performed using a
modified protocol of the NucleoSpin 96 RNA tissue kit (Macherey-Nagel
Gmbh&Co. KG, Diiren, Germany) and using a vacuum system [12].
Nanostring technology was used for mRNA detection of a 44 gene panel
(details in supplementary table S1), an hybridization-based multiplex
assay characterised by its amplification-free step; 300 ng of RNA were
hybridized to the probes at 67 °C for 18 h using a thermocycler (Bio-
metra, Tprofesssional TRIO, Analytik Jena AG, Jena, Germany). After
removal of excessive probes, samples were loaded into the nCounter
Prep Station (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) for pur-
ification and immobilization onto the internal surface of a sample
cartridge for 2-3 h. The sample cartridge was then transferred and
imaged on the nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies)
where colour codes were counted and tabulated for the 44 genes.

2.3. Genes expression analysis

As previously described, each sample was analyzed in a separate
multiplexed reaction that each included eight negative probes and six

serial concentrations of positive control probes. Negative control ana-
lysis was performed to determine the background for each sample. Data
was imported into nSolver® analysis software (version 4.0) for quality
checking and normalization of data. Briefly, to normalize differences in
RNA input, geometric means were calculated over four housekeeping
genes (RPL19, TBP, POLR2A, and HPRTI) according to the Milieu
Intérieur study (details in supplementary material and method S1) [12].

2.4. Statistical analysis

Data obtained from our independent healthy volunteers cohort were
compared to public Urrutia et al. dataset (Gene Expression Omnibus
(GEO) DataSets (GSE85176)). Non-parametric Deming regression and
Spearman's correlation were calculated for all parameter comparisons
using R software V3.6.1. A p-value < .05 was considered as statisti-
cally significant.

3. Results
3.1. Transcriptomic response

Immune response after stimulation with SEB (Fig. 1A) or LPS
(Fig. 1C) showed a strong correlation between the two independent
healthy cohorts for the 44-gene expression signature, after followed the
same protocol than Urrutia et al. [12]. This was confirmed by Deming
regression on medians (Spearman's correlation coefficient rho = 0.99
for SEB and 0.90 for LPS; p-values < .001; Fig. 1B and D) and on inter-
deciles (Spearman's correlation coefficient rho = 0.96 for SEB and 0.94
for LPS; p-values < .001; details in supplementary fig. S1).

3.2. Interferon gamma response

In a second time, following SEB stimulation of HV, a comparison of
ifn-y gene expression (in the corresponding TruCulture) and IFN-y re-
lease in the supernatant (Fig. 2) was performed. The latter is described
as a marker of T-cell mediated immunity and used as a diagnostic tool
in research and clinical settings (IGRA) [13,14]. A strong correlation
was observed between protein and gene expression for the 20 HV from
Lyon (Fig. 2A) and the 25 HV from MI (Fig. 2B) (Spearman's correlation
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coefficient rho = 0.64 for both cohorts and p-value < .0005).
4. Discussion and conclusion

In this study, we carried out an independent validation of a pub-
lished method used to characterize the underlying host response to
infectious conditions using an IFA. We evaluate the reproducibility and
robustness of this IFA and associated readout using an independent HV
cohort.

The strong host response correlation between the two cohorts
highlights that standardized methods for immune function evaluation
exist and could be implemented in larger-scale studies.

Also, based on the strong correlation observed, IFN-y mRNA mea-
surement might be a reliable and robust readout to assess T-cell func-
tionality. Besides, the 24 h stimulation of whole blood in standardized
TruCulture tubes, which limits technical manipulation bias, renders this
method a versatile tool for clinical use [11].

In conclusion, this standardized IFA could be a relevant tool to re-
veal innate and adaptive immune dysfunction in patients suffering from
immune-related disorders.
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2. DEUXIEME PUBLICATION : Transcriptomic analysis reveals distinct profiles of functional
immune reconstitution at six-months after allo-HSCT

La reproductibilité du systéme Truculture® pour I'analyse de la fonction immunitaire ayant été

démontrée a partir d’'une cohorte de volontaires sains, nous avons souhaité I'utiliser chez une

population de patients ayant recu une greffe allogénique de CSH.

La période post transplantation de CSH est un moment charniére pour le patient. Elle est
associée a un profond déficit immunitaire chiffrable en mois, voire années, ce qui augmente
considérablement le risque de développer des infections ou une rechute de la maladie sous-
jacente. Ce déficit est suivi d’'une reconstitution immunitaire progressive, graduelle et
individuelle dont la qualité est dépendante des caractéristiques hématologiques et des
complications liées a la transplantation. La qualité de la reconstitution immunitaire étant
également étroitement liée au risque de complications infectieuses post-transplantation, son

évaluation fait partie intégrante de la prise en charge de ces patients

Néanmoins, I’évaluation des capacités immunitaires au cours de la phase de reconstitution est
basée majoritairement sur I'utilisation de marqueurs biologiques traditionnels telles que les
numérations cellulaires. Nous souhaitons évaluer si la mesure de la fonctionnalité immunitaire
apporte des informations complémentaires aux marqueurs classiqguement utilisés, afin de

mieux caractériser la reconstitution immunitaire.

Pour ce faire, la fonction immunitaire de 60 patients receveurs d’une allogreffe de CSH inclus
prospectivement dans |'étude cliniqgue “VaccHemInf” (NCT03659773)(171), ainsi que de 10
volontaires sains (EFS) a été évaluée apreés une stimulation standardisée sur sang total
(Truculture®) par du LPS (lipopolysaccharide) ou du SEB (Staphylococcal enterotoxin B),
initiant respectivement une réponse immunitaire innée ou adaptative. Une analyse
transcriptomique de la réponse cellulaire obtenue post stimulation a été réalisée par la
technologie Nanostring™. Cette technologie permet, a partir d’'une quantité minimale d’ARN,
de quantifier I'expression d’un large panel de 144 génes impliqués dans les processus
immunitaires des principaux acteurs de I'immunité. L'ensemble des données
transcriptomiques générées ont été analysées par des approches bio-informatiques et bio-
statistiques au regard des données cliniques recueillies (variables liées a la transplantation ou

aux complications infectieuses).
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L'objectif de notre étude étant de faire un état des lieux et de caractériser la reconstitution
immunitaire des receveurs d'allogreffe de CSH a la période charniéere de 6 mois post greffe,
afin de décrire les altérations immunitaires et de rechercher des associations entre des profils

immunitaires spécifiques et des caractéristiques cliniques, biologiques ou infectieuses.

L’étude de la réponse immunitaire post stimulation avec LPS et SEB nous a permis d’observer
gue les receveurs d'allo-CSH 6 mois apreés la greffe étaient capables d'activer des génes liés a
la réponse immunitaire innée et adaptative, avec néanmoins un défaut d’intensité d’activation
comparativement a une population saine. Ce défaut d’intensité était principalement lié a un
plus faible nombre de génes activés et a une plus faible expression de genes impliqués dans
les processus de réponse inflammatoire et de régulation de la réponse immunitaire. Nous
avons également pu identifier les genes, voies biologiques et fonctions les plus affectées. De
plus, nous avons mis en évidence I'hétérogénéité et le caractere individuel de la réponse
immunitaire des patients post allogreffe de CSH et identifié des défauts d’expression de genes
spécifiguement associés a un traitement par immunosuppresseur ou a une réactivation virale
en cours aux Herpersviridae. Néanmoins, nous n’avons pas mis en évidence d’association
entre les altérations immunitaires fonctionnelles révélées par notre méthode de stimulation
et des numérations cellulaires. Ceci suggére qu’une évaluation individuelle des compétences
immunitaires avec des informations précises sur la fonction serait une approche pertinente

pour la gestion et I'optimisation de la prise en charge des patients.

L'ensemble de ces résultats a fait I'objet de I'article « Transcriptomic analysis reveals distinct
profiles of functional immune reconstitution at six-months after allo-HSCT », en cours de
préparation pour soumission et a fait I'objet d’une communication orale lors du 32¢me

European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases de 2022 (ECCMID).
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ABSTRACT

Immune reconstitution after allogeneic-hematopoietic-stem-cell transplantation (allo-HSCT) is
a complex and individual process. In this cross-sectional study, whole-blood (WB) immune
functional assay (IFA) was used to characterize immune function by assessing immune-related
gene/pathway alterations. The usefulness of this tool in the context of infection, 6 months post-

transplantation, was evaluated.

Sixty allo-HSCT recipients at 6-month [5-8] post-transplant and 10 healthy volunteers (HV)
were included. WB was stimulated in standardized TruCulture® tubes using
lipopolysaccharides (LPS) and Staphylococcal enterotoxin B (SEB). Gene expression was
quantified using a custom 144-gene panel using NanoString nCounter® technology and
analyzed using Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN). The relationships between immune
function and clinical characteristics, immune cell counts, and post-transplant infections were

assessed.

Allo-HSCT recipients were able to activate similar networks of the innate and adaptive immune
response compared to HV, with, nevertheless, a lower intensity. A reduced number and a lower
expression of genes associated with immunoregulatory and inflammatory processes were
observed in allo-HSCT recipients. The protracted immune reconstitution revealed by
transcriptomic immunoprofiling was mainly related to the use of immunosuppressive
treatments but not revealed by immune cell counts. Moreover, the expression of a set of genes,
including CCL3/CCL4, was significantly lower in patients with Herpesviridae reactivation

(32%, 19/60) who could not be identified using classical immune cell counts.

Transcriptional IFA revealed the heterogeneity among allo-HSCT recipients with a reduced
immune function which could not be captured by circulating immune cell counts, highlighting
the potential added-value of this tool for the personalized care management of

immunocompromised patients.

Keywords: Hematopoietic stem cell transplantation; Allogeneic; Immune functional assay;

Gene expression; Herpesviridae reactivation

Key points:

e Transcriptomic profiling allows to better characterize immune function than cell
counts in allo-HSCT recipients at 6 months post-transplant

e Recipients with Herpesviridae reactivation display a distinct profile in the activation
of a set of genes related to immune function
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INTRODUCTION

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a cellular therapy aiming at
curing malignant and non-malignant hematological diseases or primary immunodeficiencies!~.
From an immunological point of view, allo-HSCT recipients are a complex and heterogeneous
population who undergo a state of complete immunosuppression followed by an individual and
gradual immune reconstitution. This dynamic process is routinely monitored by cell count
measurements®®. Several underlying conditions and post-transplant complications such as
graft-versus-host-disease (GvHD) and associated immunosuppressive treatments can impact
immune reconstitution and lead to immune deficiency and/or dysregulation. Protracted immune
reconstitution is associated with an increased infectious risk which represents a major cause of
morbidity and mortality® 4.

A recent study found a 23.8% mortality rate related to infections, from a wide spectrum of
infectious agents which can be specific to the post-transplant period'>. The spectrum of
infections after allo-HSCT appears to be related to the kinetics of immune reconstitution
notably during the late phase post-engraftment where a close relationship is suggested between
infections and the recovery of immune function'?. In case of deficient or altered immune system,
the reactivation of latent viruses mainly belonging to the Herpesviridae tamily
(Cytomegalovirus (CMV), Human Herpesvirus-6 (HHV6), or Epstein-Barr virus (EBV)) may
result in symptomatic infections which can lead to fatal complications'®!%.

In the post-transplant time-course, a better comprehension of the relationship between immune
cell function and the occurrence of infections would thus be essential. Despite the routine use
of traditional biological markers, only limited information is available regarding the
functionality of immune cells. Indeed, immune reconstitution is mainly monitored through
static readouts such as quantitative cell counts or soluble/surface marker measurements which

do not reflect functional alterations. An assessment using reproducible, economical, and

standardized tools is thus needed'®2>.
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In this context, we hypothesized that immune functional assays (IFA), performed on whole-
blood samples, could allow a more accurate description of the functionality of innate and

626 and could be a useful tool as

adaptive immune cells compared to quantitative measurements
already described in healthy volunteers (HV)?’, in septic patients®®, and very recently in the
setting of allo-HSCT®. A snapshot of an individual’s immune system functionality could be
relevant to personalize care strategies.

This proof-of-concept study aimed to characterize the immune reconstitution of allo-HSCT
recipients at the pivotal period of 6-month post-transplant in comparison to HV. Immune
function was assessed in standardized whole-blood stimulation assays (Truculture®) after
stimulation by lipopolysaccharides (LPS), a Toll-like receptor (TLR)-4 and -2 ligand which
triggers the innate immunity*®*!, or Staphylococcal enterotoxin B (SEB), a superantigen
binding simultaneously to the major histocompatibility complex (MHC) class II and to the T
cell receptor (TCR), initiating the adaptive response’>*. The objectives were to decipher
immune alterations at the transcriptional level in allo-HSCT recipients and their potential
effects on biological pathways and functions, and to search for associations between

transcriptomic profiles and clinical or transplant-related characteristics. The post-stimulation

gene expression profile in the context of Herpesviridae infections was also assessed.

METHODS

Study population

Adult (= 18 year-old) allo-HSCT recipients transplanted at the hematology department of the
Lyon university hospital (France) and enrolled in the prospective, single-center cohort study
“VaccHemInf” were included between May 2018 and August 20204, Blood sampling was
performed approximately 6 months after transplantation, before the initiation of the

recommended vaccination schedule®.
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The cohort was approved by the regional ethics committee (Comité de Protection des Personnes
Sud-Est V, Grenoble, France, number 69HCL17 0769) and is registered in ClinicalTrials.gov
(NCT03659773). At inclusion, demographics (age, sex), hematological and transplant-related
characteristics (underlying disease, conditioning regimen, stem cell source, donor type), as well
as post-transplant characteristics (GvHD, immunosuppressive treatment, post-transplant
infections) were retrieved from medical records through an electronic case report form (eCRF).
All infectious episodes occurring within 2 weeks around blood sampling were retained, no
specific additional microbiological investigation was performed for the study. Regarding
reactivations of Herpesviridae, CMV and EBV DNA-emia was monitored at least weekly up
to 100 days post-transplant, then monthly during the first year post-transplant, and on demand
(as for HHV-6) in case of clinical symptoms compatible with viral disease. In the absence of
consensual cut-off values for viral DNA-emia, viral reactivations were deemed significant and
recorded in case of attributable symptoms or based on the viral load in the absence of symptoms
(23 log copies IU/mL for CMV once or more, 23 log copies [lU/mL for EBV twice or more, >4
log copies IU/mL for HHV-6). CMV DNA-emia 23 log copies IU/mL prompted pre-emptive
treatment, whereas EBV and HHV-6 reactivations were handled according to the rate of
increase of EBV copy number or the presence of HHV-6 related clinical symptoms 267,

Concomitantly, 10 HV were recruited among donors at the Lyon blood bank center
(Etablissement Frangais du Sang, EFS) and were evaluated as a control group. According to
the EFS standardized procedures for blood donation and to the provisions of the article R.1243—
49, and following one of the French public health codes, a written non-opposition to the use of
donated blood for research purposes was obtained from the HV. The personal data from the

blood donors were anonymized before being transferred to our research laboratory.
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Regulatory authorizations for the handling and conservation of these samples were obtained
from the regional ethics committee (Comité de Protection des Personnes Sud-Est II) and the

French ministry of research (Ministere de |’Enseignement supérieur, de la Recherche et de

[’Innovation, DC-2008-64).

Post-transplant T-cell immunophenotyping

Extensive immunophenotyping by flow cytometry on whole-blood was performed at the
immunology laboratory of the Lyon university hospital. Counts of white blood cells,
polynuclear neutrophils, monocytes, natural killer cells, total T-cell, naive CD4" and CD8"
(CD45RA'CCR7") T-cells, central memory (CD45RA'CCR7") CD4" and CD8" T-cells,
effector memory (CD45RACCR7") CD4" and CD8" T-cells, differentiated memory CD4" and

CDS8" T-cells (CD45RA*CCR7") were determined (cells/uL) as previously described **.

Immune functional assays: Truculture® stimulation

Blood from patients and HV was drawn on site and heparinized whole-blood (1 mL) was
subsequently distributed within 1,5 hours (£30 minutes) after sampling into pre-warmed
standardized ready-to-use tubes (Truculture®, Myriad Rbm, Austin, TX, USA) containing the
medium alone (NUL) or the medium with LPS (100 ng/mL) or the medium with SEB (400
ng/mL). As previously described, tubes were then inserted into a dry block incubator and
maintained at 37°C for 24 hours®’. Following incubation, cellular pellets were harvested and
re-suspended in 2 mL TRI Reagent® LS (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany), vortexed for

2 minutes, and rested for 10 minutes at room temperature before storage at -80°C.

RNA extraction

For TruCulture cell pellet handling and RNA processing and detection, the protocol was carried

out according to the study by Urrutia et al.*°.
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Cell pellets from TruCulture stimulations kept in TRI Reagent LS (Sigma-Aldrich) were thawed
under agitation. Before processing, thawed samples were centrifuged (3.000 g for 5 minutes at
4°C) to pellet cellular debris generated during the Trizol lysis. For extraction, a modified
protocol of the NucleoSpin 96 RNA tissue kit (Macherey-Nagel) was followed using a vacuum
system. Briefly, 600 uL of clarified Trizol lysate was transferred to a tube preloaded with 900
uL of 100% ethanol. The mixture was transferred into the columns, washed with buffers MW 1
and MW2 (x2) and RNA was eluted using 30 pul RNase-free water. Aliquots for gene expression
analysis were prepared and frozen at -80°C until use. RNA concentration was estimated using
the Nanodrop One™ spectrophotometer (Thermo Scientific™) according to the process

provided by the manufacturer.

Gene expression analysis

The NanoString nCounter® technology*!, a hybridization-based multiplex assay characterized
by its amplification-free step, was used for mRNA detection of an 144-gene panel
(Supplementary Table S1, online) designed with genes from a previous publication* and genes
known to be crucial in the immune response. According to manufacturer’s instructions 300 ng
of RNA were hybridized to the probes at 67°C for 18 hours using a thermocycler. After removal
of excessive probes, samples were loaded into the nCounter Prep Station (NanoString
Technologies, Seattle, WA, USA) for purification and immobilization onto the internal surface
of a sample cartridge for 2-3 hours. The sample cartridge was then transferred and imaged on
the nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies) where color codes were counted and
tabulated for the 144 genes. Data treatment and normalization were next performed using
nSolver analysis software (version 4.0, NanoString technologies). Each sample was analyzed
in a separate multiplexed reaction each including 8 negative probes and 6 serial concentrations

of positive control probes.
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Negative control analysis was performed to determine the background for each sample. A first
step of normalization using the internal positive controls allowed correction of a potential
source of variation associated with the technical platform.

To do so, we calculated for all samples the background level as the median +3 SD across the
six negative probe counts (obtained threshold: 30). Every sample under the background level
was fixed to this value. Next, we calculated for each sample the geometric mean of the positive
probe counts. A scaling factor for a sample was a ratio of the geometric mean of the sample and
the average across all geometric means. For each sample, we divided all gene counts by the
corresponding scaling factor. To normalize for differences in RNA input we used the same
method as in the positive control normalization, except that geometric means were calculated
over three housekeeping genes (DECR1 (NM _001359.1), HPRT1 (NM 000194.1) and
POLR2A (NM_000937.2). The 3 housekeeping genes were selected using NormFinder,
GeNorm, BestKeeper, and DeltaCT methods; an established approach for the identification of
stable housekeeping genes within and between groups, from the 6 candidate genes included in

the custom panel*>.

Gene expression interpretation

After normalization steps, the ratio between stimulated condition (either LPS or SEB) and the
control condition (NUL) were calculated in order to compare gene expression levels between
allo-HSCT recipients and HV. Results were expressed as fold change (FC) induction.
Differentially-expressed genes (DEG) post-stimulation were defined as a gene expression with
a minimum of 2FC (up or down) between the 2 conditions (NUL vs LPS or SEB). Of note, for
this analysis, the 3 housekeeping genes were removed from the panel as well as genes with a
raw count below the background noise threshold (30 counts) in more than 75% of individuals

(n =3 and n=7, post-SEB and post-LPS, respectively).
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Biological network enrichment was performed using the “core analysis” function of the
Ingenuity Pathway Analysis software (IPA, QIAGEN) by adding the list of DEG [False
discovery rate FDR (adjusted p.value <0.05 and FC >2], with identifiers and corresponding
expression values (FC). The Fisher's exact test p.value was used as a readout for the assessment
of biological network activation. The different algorithms used have been previously
described*®*’ Activation score for each biological networks was calculated as previously

described®, see details in supplementary method.

Protein detection

Interleukin (IL)-6, IL10, CXCL10 and Interferon gamma (IFNy) protein from healthy
volunteers and allo-HSCT recipients in TruCulture supernatant was quantified on
Simple/Multi-plex cartridges (ProteinSimple, San Jose, California, USA) using ELLA
nanofluidic system (Biotechne, Minneapolis, MI, USA), according to the manufacturers’

instructions. Results are expressed in pg/ml.

Statistical Analysis

Normality testing was performed using the Shapiro-Wilk normality test. Distribution of
quantitative data was expressed as mean (range) or median [interquartile range, IQR] where
appropriate. For HV and allo-HSCT recipient datasets, analysis of variance was performed
using F-tests and differences were calculated using a parametric unpaired Student’s t test with
Welch's correction. Gaussian data were analyzed using ANOVA and non-gaussian data using
the Kruskal-Wallis test or the Mann-Whitney test, when appropriate. Area under receiver
operating characteristic (ROC) curves (AUC [95% confidence interval, 95%CI]) and
volcano/whisker plots were plotted using GraphPad Prism® software (version 8; GraphPad
software, La Jolla, CA, USA). ROC curves were built to identify the most differentially

expressed genes between patients with or without viral infectious episodes.



243 Principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering was carried out using Partek®
244  Genomics Suite® software (version 7.0; Partek Inc., St. Louis, MO, USA). The analysis
245  according to the administration of immunosuppressive treatments was conducted using Linear
246 Discriminant Analysis applied on the 5 first component of the PCA in order to get 80% of the
247  explained variability using “adegenet” R package*’. The impact on gene expression of clinical
248  characteristics known to determine speed and quality of immune reconstitution (age, sex,
249  underlying disease, parameters of Tcells reconstitution, parameters of allo-HSCT procedure,
250  GvHD, ongoing immunosuppressive treatment) was analyzed using Wilcoxon test*>’. Heatmap
251  was generated by scaling and centering log10-transformed gene expressions and the dendogram
252  was drawn based on hierarchical clustering analysis (Euclidean distance matrix with Ward’s
253  method). Statistical analyses were conducted using R (version 3.6.2.). A p.value or a p.adj

254  (when specified) of at least <0.05 was considered significant.
255

256 RESULTS

257  Participant characteristics

258  Overall, 60 patients who underwent allo-HSCT after myeloablative (37%, n=22) or reduced-
259 intensity conditioning (63%, n=38) were included at a median [IQR] time of 6 [5-8] months
260  post-transplant. Acute myeloid leukemia was the most common underlying disease (52%,
261  n=31). Manifestations of acute and chronic GvHD (aGvHD, cGvHD) were reported in 70%
262 (n=42) and 13% (n=8) of allo-HSCT recipients before inclusion, respectively. At inclusion, 32%
263 (n=19) of recipients were on immunosuppressive therapy, and 68% (n=41) had received
264  intravenous Ig infusions at a median [IQR] time of 4 [3-6] months before inclusion (Table 1).
265  Concomitantly, 10 HV were included, matched for age (median [IQR]: 49.0 [33.5-56] vs. 44.5

266 [34-60] years for allo-HSCT, p=0.98) and sex (sex ratio, 0.7 vs. 1.3 for allo-HSCT, p=0.50).
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Allo-HSCT recipients and HV are able to activate similar biological networks upon SEB

and LPS whole-blood stimulation

First, an unsupervised analysis of the full gene-panel transcriptomic data using PCA showed a
robust space aggregation of each experimental condition (i.e. NUL, SEB, and LPS stimulation)
in both populations with an explained variance of 81.6% and 68.0% for HV and allo-HSCT
recipients, respectively (Figure 1A-B). Combining the HV and allo-HSCT populations, the
variance was mainly explained by stimulation (PC1 46.7%) and by the stimulant-related effect
(PC2 14.8%). Next, in both populations, the activation of biological networks represented by
the top 5 activated canonical pathways, upstream regulators, and disease and functions upon
SEB (Figure 1D) and LPS (Figure 1E) stimulation was assessed. Among the 15 biological
networks described, 11 were induced both by LPS and SEB stimulation, among which 4
canonical pathways, 3 upstream regulators and 4 diseases and functions (Figure 1D-E). The
other biological networks activated were stimulant-dependent. Complete results of the IPA
analysis are available in supplementary data (Supplementary data S1, online).

Interestingly, the biological networks activated in HV were also activated in allo-HSCT
recipients, suggesting that both stimulants induced similar canonical pathways in both
populations, driven by common upstream regulators, and leading to the activation of similar
diseases and biological functions. Taken together, these results suggest that allo-HSCT
recipients are able to activate immune responses similarly to HV in response to stimulation,

without taking into account activation levels.

Allo-HSCT patients harbor alterations in inflammation and regulation processes

We then evaluated the variation in global gene expression post-stimulation (full gene panel per
stimulant). Upon SEB stimulation (Figure 2A), 97/138 (70.3%) and 84/138 (60.9%) genes were

differentially expressed compared to the control condition, in HV and allo-HSCT recipients

11
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respectively. After LPS stimulation (Figure 2B), 85/134 (64.9%) and 64/134 (47.8%) genes
were differentially expressed in HV and allo-HSCT recipients, respectively. Of note, all genes
differentially expressed after LPS or SEB stimulation in allo-HSCT recipients were also
differentially expressed in HV. These results highlight that the number of genes associated with
innate or adaptive immune responses that are differentially expressed upon stimulation is lower
in the allo-HSCT population compared to HV.

Volcano plots were then used to identify the genes for which the expression differed
significantly between both populations (FDR corrected p.adj<0.05; 2-FC threshold). Post-SEB
stimulation (Figure 2C), 20/138 (14%) genes were significantly and differentially expressed
between allo-HSCT recipients and HV; the expression of most of them (n=18) was lower and
the 10 most impacted genes (squares) were involved in immunoregulatory and inflammatory
processes (CCL20, CCL23, ILIA, ILIB, ILIRN, IL10, IL2, IFNG, SOCS3, and SPPI). Upon
LPS stimulation (Figure 2D), 27/135 (20%) genes were significantly and differentially
expressed between allo-HSCT and HV; once again, the expression of most of them (n=25) was
lower and the 10 most impacted genes (squares) were involved in complement cascade and
immunoregulatory and inflammatory processes (C3, CCL19, CCL23, GBPS5, IFNG, IP10,
MCPI, SERPINGI, SPP1, and TNFAIP6). Three genes with a lower expression were common
to both SEB and LPS stimulation (CCL23, IFNG, SPPI). This suggests a potential delay in the
regulation of immune response and inflammatory processes in the allo-HSCT population at 6
months post-transplant compared to HV. Of note, the 4 genes whose expression was higher in
allo-HSCT recipients were only weakly induced post-stimulation and thus not biologically
relevant.

The lower number of DEGs associated with a lower expression level post-stimulation of these
DEGs in allo-HSCT recipients led us to compare the enrichment of the biological networks

implicated between both populations using an activation score in order to quantitatively

12
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evaluate the functional immune response post LPS or SEB challenge. Regardless of the
stimulant used and despite the ability of allo-HSCT recipients to activate pathways, upstream
regulators, and biological diseases and functions common to HV (Figure 1D-E), the intensity
of this activation was significantly lower (p.adj <0.05) in allo-HSCT recipients than in HV for

almost all parameters (Figure 2E and 2F).

Transcriptomic IFA allows to identify immune functional alteration unrevealed by

cellular counts

Individual immune responses were observed through PCA performed on three datasets; the first
two were obtained post-stimulation with either LPS or SEB, respectively, and the last one was
obtained by combining the datasets obtained post-LPS and SEB stimulation (cumulative
condition). Samples projected onto the first 2 PC revealed an overall variability of 39.0%,
40.2%, and 34.2% in the LPS, SEB and cumulative conditions, respectively. Interestingly,
among the three datasets we observed a group of allo-HSCT recipients clustered closely to all
HV located on the upper right side of PCA, while some patients were distant from HV,
suggesting distinct transcriptomic profiles (Figure 3A, Figure S1 A-B). These observations
highlight the heterogeneous nature of the post allo-HSCT immune reconstitution, and suggest
that the patients located close to HV have a more advanced functional immune reconstitution
than others. To obtain a quantitative characterization of the immune alteration, we calculated,
using PCA projection, a Euclidean distance of each allo-HSCT recipient to the centroid of HV
population (green square) which serves as a reference value of a functional immune response
(Figure 3A, Figure S1 A-B). We hypothesized, that the greater the distance is, the more allo-
HSCT recipients had an altered immune response. We then explored whether main biological-
or transplant-related factors can be associated to this Euclidean distance. Interestingly,
thresholds classically used to describe an immunosuppression state®">? such as a TCD4+ cell

count >200cells/uL or a CD4+/CD8+ ratio >1 did not allow to identify allo-HSCT recipients

13
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with an altered immune response, i.e. with a high Euclidean distance (Table S2). Moreover,
ongoing immunosuppressive therapy was the only transplant-related factor statistically
associated with an increased Euclidean distance (Wilcoxon p.value<0.05) compared to those
without, within the cumulative dataset (median [IQR] 15.37[13.2-20.29] vs. 11.34 [5.14-14.39]
p.adj<0.029) (Table S2).

We then assessed if the immune alteration induced by immunosuppressive treatment could be
revealed by immune cell counts. No significant difference (Wilcoxon p.adj> 0.53) was observed
between treated (n=19) and untreated individuals (n=41) using a large immunophenotyping
panel (Table 3). These results underlined an added-value of transcriptomic IFA to depict
immune reconstitution in addition to cellular counts routinely used.

Next, in order to precisely characterize which transcriptomic features allows to separate allo-
HSCT recipients with or without immunosuppressive treatments and HV samples, we used an
LDA approach (Figure 3B). As observed, the three groups are distinctly separated along the
first axis of the LDA, we then identified the top 10 of genes that contribute to the construction
of this axis: (CCL19, CSF2, CXCL10, IFNG, IL10, IL21, IL6, LIF, and LTA). Those genes were
mainly obtained post SEB stimulation (7/10) compared to LPS (3/10) and were significantly
lower expressed (p.adj <0.05) in allo-HSCT recipients with an ongoing immunosuppressive
treatment compared to those without or to the HV population (Figure 3C). Of note, similar
results were also observed for the proteins encoded by four of these genes, with at least two
fold lower secretion in patients with immunosuppressive treatments than those without, for
IFN-y, IL6 and IL10 post SEB and CXCL10 post LPS stimulation (Figure 3D).

Overall, our results highlight the potential of transcriptomic IFA for the individual assessment

of immune function and to reveal specific immune alteration.
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Reactivation of Herpesviridae was associated with a lower expression of CCL4 and CCL3

genes.

Finally, as immune function is closely related to infectious complications, we next assessed the
immune transcriptomic profile of allo-HSCT recipients according to ongoing infections.
Nineteen (32%) allo-HSCT recipients experienced at least one infectious episode within 28
days around inclusion. Infectious episodes were exclusively related to Herpesviridae
reactivation (>3 log copy/mL) with a large prevalence of EBV reactivation (17/19, 89%).

No significant difference (Bonferroni p. adj >.99) was found between recipients with (n=19) or
without (n=41) infectious episodes, in terms of demographic and transplant-related-
characteristics nor in terms of quantitative cell count measurements (Table 2, Figure S2).
Strikingly, classical thresholds used in clinical routine were not useful to discriminate patients
with or without infectious episodes as 12/19 (63%) and 25/41 (61%) had a TCD4+ count >200
cells/uL (p.value> 0.99), and 3/19 (16%) and 12/41 (29%) had a CD4"/CD8" ratio >1 (p.value
0.35), respectively.

After LPS or SEB stimulation, 17 genes were found to be differentially expressed (FDR
Benjamini-Hochberg corrected p.adj <0.05; 2-FC threshold) between patients with and without
Herpesviridae reactivation. A supervised analysis revealed a lower expression of these 17 genes
post-stimulation in allo-HSCT recipients with Herpesviridae reactivation compared to those
without (Figure 4A). The 5 genes whose expression were the most significantly lower
(p.adj<0.01) in recipients with Herpesviridae reactivation compared to those without were
CCL4 (post-LPS, FC 6.9 vs. 23.3, post-SEB, FC 12.6 vs. 30.2), CCL3 (post-LPS, FC 23.2 vs.
53.7), SLAMF?7 (post-LPS, FC 8.8 vs. 19.4), and CD274 (post-LPS, FC 10.4 vs. 30.4; Figure
4B). The AUC associated to those genes was >0.79 suggesting a relevant difference in terms of
post-stimulation expression between infected and uninfected allo-HSCT recipients.

Interestingly, the discriminating power of quantitative cell counts was significantly lower than
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that obtained by post-stimulation transcriptomic approach, the highest ratio being 0.69 [0.54-

0.84] for CD4"/CD8" ratio (Figure 4C).

DISCUSSION

The present cohort of allo-HSCT recipients was analyzed using a whole-blood IFA following
SEB or LPS stimulation at approximately 6 months post-transplant. This late post-transplant
time-point is a pivotal period for allo-HSCT recipients, as immunosuppressive treatment is
weaned, prophylactic therapies are adapted, and vaccination schedule is initiated'®. Furthermore,
while innate immunity is quantitatively normal and lymphocyte counts representing adaptive
immunity are only mildly or moderately abnormal, their functionality remains to be
characterized.

The use of whole-blood IFA enabled to demonstrate the ability of allo-HSCT recipients to
activate the same immune networks than HV in response to immune challenges. Nevertheless,
allo-HSCT recipients had a fewer number of DEG than HV, leading to an immune response of
weaker intensity upon both SEB and LPS stimulation. Genes with a lower expression were
mainly involved in immunoregulatory and inflammatory processes. Indeed, post-SEB
stimulation, the genes with the most significant lower expression were /L2, a marker of T-cell

activation®>

, ILI-related genes, and /LI0, both regulating inflammatory and immune
responses*>*. Post-LPS stimulation, an altered expression of C3 was observed, a gene related
to the activation of the complement system acting as a functional bridge between innate and
adaptive immunity that leads to the production of proinflammatory molecules®>>®. A reduced
expression of MCPI (also known as CCL2) was highlighted. This gene encodes for a
chemoattractant of myeloid and lymphoid cells during the inflammatory process and acts as an

effector of T-cell differentiation®’, previously reported to be activated by inflammatory stimuli

such as LPS®. Furthermore, the observed lower expression of /FNG with both stimulants
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potentially reflects a slower functional reconstitution of NK-and/or T-cells, the main IFN-y
producing cells®. The lower expression of genes identified through volcano plotting explained
the weaker biological networks’ intensity in allo-HSCT recipients compared to HV. The
canonical pathways altered in allo-HSCT recipients were mainly linked to the recognition of
infectious agents and the induction of inflammatory reaction or adaptive response. Altogether,
the genes with an altered expression were associated with defects in key biological functions,
not necessarily specific of a cellular component or system, but involved in many immune
response processes.

The assessment of individual post-stimulation transcriptomic profiles revealed that immune
reconstitution in allo-HSCT recipients is highly heterogeneous. Some allo-HSCT recipients
displayed a transcriptomic profile similar to that observed in HV, suggesting a more advanced
process of immune reconstitution. Interestingly, we identified that subjects with the most
distinct transcriptomic responses of HVs where mainly represented by allo-HSCT recipients
with an ongoing immunosuppressive treatments. These subjects were characterized by a lower
expression of key genes of the immune response such as CSF2, IFNG, IL10, IL2] or IL6
resulting for some of them in a lower secretion of related encoded proteins. This is line with
previous data reporting the deleterious effect of immunosuppressive treatments, such as
calcineurin inhibitors that affect NFAT pathway-related gene expression and protein
secretion®®*, In addition, no association between a specific transcriptomic profile and other
major clinical characteristic such as GvHD was found. Furthermore, cell counts classically
performed during post-transplant management such as TCD4+ cell count and CD4+ /CD8+
ratio are not able to reveal these alterations®!->2,

Several studies have shown the interest of evaluating the immune response using a post-

27,40,65

stimulation approach with Truculture® tubes in healthy populations , In an infectious

t28,66

contex , and in the context of solid organ transplantation (SOT)®’. In the allo-HSCT setting,
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a recent study revealed the magnitude and the heterogeneity of functional immune responses
reflected by the variation in cytokine responses before and early post-transplant®®. Thus, to the
best of our knowledge, this is the first study to report post-stimulation transcriptional
immunoprofiling in the late post-transplant period in allo-HSCT recipients.

Finally, we were able to identify a set of genes associated with ongoing infectious episodes,
only related in this study to Herpesviridae reactivation, which are frequent events in
immunocompromised populations such as post allo-HSCT recipients®®. A recent study
described an altered immune response against Herpesviridae in older people®. Interestingly,
the state of immunosenescence occurring in older people could be in some way compared to
what is observed in allo-HSCT recipients, notably regarding phenotypes of immune cells which
are mainly made up of memory phenotypes and highly restricted to naive phenotypes or effector
cells. In the present study, allo-HSCT recipients with Herpesviridae reactivation presented a
significantly lower expression of CCL3 and CCL4 genes post-stimulation. These chemokines
are potent chemoattractants of innate and adaptive immune cells during inflammatory processes,
and their dysregulation has been linked to an increased susceptibility to infection’®’!.
Interestingly, the allo-HSCT recipients with Herpesviridae reactivation had again no specific
clinical features, and the quantitative biomarkers used in routine practice failed to discriminate
patients with or without infections, notably T-cell counts (total or naive), which are described
as key controllers of infections post-HSCT’*. Altogether, the present results confirm the
potential added-value of IFA in providing additional information on immunocompetence in the
allo-HSCT setting, as previously suggested®**">.

There are some limitations to this study. In this pilot study, performed at a single institution,
the number of patients included was limited and the results need to be confirmed. Immune

function assessment herein is only representative of the selected stimuli (LPS and SEB).

Functional immune reconstitution was studied at a single time point, but the ongoing follow-up
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of the cohort should enable to provide dynamic data regarding the kinetics of immune
reconstitution overtime. Moreover, the biological network assessment might be biased by the
custom gene-panel. Finally, it cannot be excluded that the important inter-individual variability
observed, with no evident link to clinical characteristics, is due to the heterogeneity of allo-
HSCT recipients included in the study. Indeed, no specific selection was applied in terms of
participants who were representative of the HSCT patient population in our institution, but this
might lead to a lack of power.

In conclusion, this study demonstrated the interest of assessing individual immune function
profiles in the setting of allo-HSCT, which cannot be captured by the quantity of circulating

cells in the perspective of personalized care management.
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712

TABLES AND TABLE LEGENDS

Table 1. Characteristics of allo-HSCT recipients

Demographics A.H(.)-HSCT
recipients n=60
Age, years, median [IQR] 44.5 [34-60]
Male, n (%) 34 (57)
Time from transplantation, months, median [IQR] 6 [5-8]
Hematological and transplant-related characteristics, n (%)
*Underlying hematological disease
Acute myeloid leukemia and related neoplasms 31(52)
Myelodysplastic syndromes 8 (13)
Myeloproliferative neoplasms 1(2)
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma 11 (18)
T-lymphoblastic leukemia/lymphoma 2(3)
Mature neoplasms: T, NK, or B cells 3(5)
Hodgkin lymphoma 1(2)
Others 309
CR before the engraftment, n (%) 53 (88)
Donor type
Geno-identical 18 (30)
Haplo-identical 12 (20)
Pheno-identical 29 (48)
Fully matched 23 (38)
HLA mismatched 7(12)
Stem cell source
Peripheral blood cells 48 (80)
Bone marrow 11 (18)
Cord blood 1(2)
Conditioning regimen
MAC 22 (37)
RIC 38 (63)
TBI 18 (30)
ATG 34 (57)
Donor and Recipient CMV status prior to transplantation
D+/R- 9(15)
D+/R+ 21 (35)
D-/R- 14 (23)
D-/R+ 16 (27)
Donor and Recipient EBV status prior to transplantation
D+/R- 1(2)
D+/R+ 52 (87)
D-/R- 2(3)
D-/R+ 5(8)
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Post-transplant complications, n (%)

Acute GVHD 42 (70)
Grade I/IV1II 28/12/2
Chronic GvHD 8 (13)
Limited/Extensive 5/3
Time from transplantation, months, median [IQR] 6 [5-8]

Immunophenotyping, mean (range)

Lymphocytes (NV, 1000-2800/uL)

CD3" T-lymphocytes (NV, 521-1772/uL)

CD3" CD4" T-lymphocytes (NV, 336-1126/uL)
Naive CD4" (CD45°CCR7") (NV, 121-456/uL)
Central memory CD4" (CD45RA'CCR7") (NV, 92-341/uL)
Effector memory CD4" (CD45RACCR7") (NV, 59-321/uL)
Differentiated memory CD4" (CD45RA*CCR7) (NV, 11-102/uL)

CD3" CD8' T-lymphocytes (NV, 125-780/uL)
Naive CD8" (CD45"CCR7") (NV, 86-257uL)
Central memory CD8" (CD45RA'CCR7") (NV, 19-93/uL)
Effector memory CD8" (CD45RACCR7) (NV, 15-162/uL)
Differentiated memory CD8" (CD45RA"CCR7) (NV, 39-212/uL)

CD4'/CD8" ratio (NV, 0.9-6)

CD20"* B-lymphocytes (NV, 64-593/uL)

1601 (410-4910)
887 (145-3406)
270 (38-876)
30 (0-390)

61 (1-211)
157 (4-704)
22 (0-226)
580 (50-2779)
39 (0-241)

18 (0-127)
252 (0-1517)
276 (0-1500)
0.97 (0.12-9.07)
282 (14-1439)

Immunoglobulin G titers (NV, 7-16 g/L) 8.6 (2.0-20.3)
Post-transplant immunomodulatory therapy at inclusion, n (%)
IS therapy at inclusion# 19 (32)
IVIG infusion(s) 41 (68)
Time since last IVIG infusion (months), median [IQR] 4 [3-6]
DLI 8 (13)

*Based on the 2016 revisions of the World Health Organization classification of myeloid and

lymphoid neoplasms.

#Immunosuppressive therapies included: ciclosporine (n=9), tacrolimus (n=4), corticosteroids

(n=8), ruxolitinib (n=3).

Abbreviations: ATG, antithymocyte globulin, CM, central memory; CMV, cytomegalovirus;
CR, complete remission; D, donor;, DM, differentiated memory,; DLI, donor lymphocyte
infusion; EBV, Epstein-Barr Virus ; EM, effector memory, GvHD, graft-versus-host disease;

HLA, human leukocyte antigen; IQR, interquartile range; IS, immunosuppressive; Ig,

immunoglobulin; IVIG, intravenous immunoglobulins; MAC, myeloablative conditioning;

NK, natural killer; NV, normal values; R, recipient; RIC, reduced intensity conditioning, TBI,

total body irradiation; VZV, varicella zoster virus
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726 Table 2. Characteristics of allo-HSCT recipients according to Herpersviridae infection
727  status.

Herpesviridae infection Presence n=19  Absence n=41

Etiology, n

EBV 17

CMYV (including one combined with EBV) 2 NA

HHV6 1
Demographics

Age, years, median [IQR] 41 [28-57] 45 [35-63]

Male, n (%) 11 (58) 23 (56)
Time from transplantation to inclusion, months, median [IQR] 6.4 (5.8-7.6) 7.4 (5.7-8.6)

Hematological and transplant-related characteristics, n (%)
*Underlying hematological disease

Acute myeloid leukemia and related neoplasms 9 (47) 22 (54)
Myelodysplastic syndromes 3 (16) 5(12)
Myeloproliferative neoplasms 0(0) 1(2)
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma 5(26) 6 (15)
T-lymphoblastic leukemia/lymphoma 0 (0) 2(5)
Mature neoplasms: T, NK, or B cells 1(5) 2(5)
Hodgkin lymphoma 1(5) 0(0)
Others 0 (0) 3(7)
CR before the engraftment, n (%) 16 (84) 37 (90)
Donor type
Geno-identical 4(21) 14 (34)
Haplo-identical 5(26) 7 (17)
Pheno-identical 10 (53) 19 (46)
Fully matched 9 (90) 14 (74)
HLA mismatched 1(10) 5(26)
Stem cell source
Peripheral blood cells 15(79) 33 (81)
Bone marrow 421 7 (17)
Conditioning regimen
MAC 11 (58) 27 (66)
RIC 8 (42) 14 (34)
TBI 7 (37) 11 (27)
Post-transplant complications, n (%)
Acute GvHD 14 (74) 28 (68)
Chronic GvHD 3 (16) 5(12)
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Immunophenotyping, mean (range)

Lymphocytes (NV, 1000-2800/uL) 1869 (490-4910) 1473 (410-4650)
CD3" T-lymphocytes (NV, 521-1772/uL) 1081 (188-3406) 797 (145-2910)
CD3" CD4" T-lymphocytes (NV, 336-1126/uL) 273 (38-785) 269 (60-876)
Naive CD4" (CD45"CCR7") (NV, 121-456/uL) 20.5 (0-121) 34.3 (1-390)
Central memory CD4" (CD45RA'CCR7") (NV, 92-341/uL) 49.7 (1-140) 65.4 (1-211)
Effector memory CD4" (CD45RACCR7") (NV, 59-321/uL) 179.5 (13-704) 147.8 (4-368)
Differentiated memory CD4" (CD45RA'CCR7) (NV, 11-102/uL) 15.0 (0-95) 25.3 (0-226)
CD3" CD8" T-lymphocytes (NV, 125-780/uL) 776 (60-2779) 489 (50-2422)
Naive CD8" (CD45"CCR7") (NV, 86-257uL) 28.8 (0-156) 44.3 (2-241)
Central memory CD8" (CD45RA'CCR7") (NV, 19-93/uL) 19.8 (0-97) 17.7 (0-127)
Effector memory CD8" (CD45RACCR7") (NV, 15-162/uL) 418 (0-1517) 177 (1-843)
Differentiated memory CD8" (CD45RA'CCR7) (NV, 39-212/uL) 317 (0-1102) 258 (0-1500)
CD47/CDS8" ratio (NV, 0.9-6) 0.55(0.17-2.33) 1.17(0.12-9.07)
CD19" B-lymphocytes (NV, 64-593/uL) 274 (14-1435) 289 (15-1299)
Post-transplant immunomodulatory therapy at inclusion, n (%)
IS therapy at inclusion# 8 (42) 11 (27)
IVIG infusion(s) 17 (89) 24 (59)
DLI 3 (16) 5(12)

728  *Based on 2016 revisions of the World Health Organization classification of myeloid and

729  lymphoid neoplasms;

730  Immunosuppressive therapies included: ciclosporine (n=9), tacrolimus (n=4), corticosteroids
731 (n=8), ruxolitinib (n=3).

732 Wilcoxon-Mann-Whitney and Fisher two-sided tests were used for quantitative and qualitative
733 variables, respectively. Adjusted p.values were calculated using the Bonferroni correction
734  method and were considered statistically significant if < 0.05.

735

736 Abbreviations: CM, central memory; CMV, Cytomegalovirus, DM, differentiated memory;
737  DLI, donor lymphocyte infusion; EBV, Epstein-Barr virus, EM, effector memory, GvHD,

738  graft-versus-host disease; HHV6, Human Herpesvirus 6; HLA, human leukocyte antigen,

739  IQR, interquartile range, IS, immunosuppressive; 1g, immunoglobulin; 1VIG, intravenous

740  immunoglobulins; MAC, myeloablative conditioning; NK, natural killer; NV, normal values;
741 RIC, reduced intensity conditioning, TBI, total body irradiation;

742
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743  Table 3. Comparison of immune cell counts of allo-HSCT recipients according to
744  immunosuppressive treatments.
No IS treatment IS treatment
Immunophenotyping, (normal value) n=41 n=19 p-adj
Median [IQR] Median [IQR]
Polynuclear neutrophils (PNN) (NV, 2-7.5 x10%/L) 2.8 [2.2-3.8] 4[3.1-4.4] 0.353
White blood cells (WBC) (NV, 4.5-11 x10%/L) 5.4 [4.2-7] 6 [4.8-7.8] 0.353
Monocytes (NV, 0.2-0.9 x10°/L) 0.5 [0.4-0.7] 0.6 [0.4-0.9] 0.390
Absolute lymphocytes (NV, 1-2.8 x10%/L) 1.3[0.8-2.5] 0.9 [0.7-1.3] 0.353
CD3* T-lymphocytes (NV, 521-1772/uL) 717 [513-1186] 475 [362.5-686.5]  0.353
CD3* CD4" T-lymphocytes (NV, 336-1126/uL) 287 [151-334] 205[95-382.5]  0.432
Naive CD4* (CD45*CCR7") (NV, 121-456/uL) 17 [8.5-32] 12 [4-33] 0.788
Central memory CD4* (CD45RA"CCR7") (NV, 92-341/uL) 56.5 [22.5-82] 50 [19.5-104] 0.864
Effector memory CD4* (CD45RA"CCR7") (NV, 59-321/uL) 143.5[103.8-208] 98 [64.5-185] 0.396
Differentiated memory CD4" (CD45RA"CCR7) (NV, 11-102/uL) 5[0-29] 3.5[0.8-20] 0.864
CD3* CD8" T-lymphocytes (NV, 125-780/uL) 409 [230-790] 250 [141-366.5]  0.353
Naive CD8" (CD45"CCR7") (NV, 86-257uL) 20.5[10-54.5] 17.5 [8.2-49] 0.864
Central memory CD8" (CD45RACCR7") (NV, 19-93/uL) 9.5 [3.2-17] 10 [4-12] 0.884
Effector memory CD8* (CD45RA"CCR7) (NV, 15-162/uL) 159 [88-290.8] 107 [62.2-199.8] 0.435
Differentiated memory CD8" (CD45RA"CCR7) (NV, 39-212/uL) 223 [88.5-339.5] 72 [22.5-247.5] 0.353
CD4+/CD8+ ratio (NV, 0,9-6) 0.5 [0.4-0.8] 0.8 [0.2-1.3] 0.813
CD2* T-lymphocytes (NV, 800-3000/uL) 785[614.8-1218.5] 538 [414-813.5]  0.353
CD19* B-lymphocytes (NV, 67-516/uL) 214[101.2-414.8] 171 [54.5-2442]  0.353
CD20" B-lymphocytes (NV, 64-593/uL) 213 [98.5-424.5] 168 [54.2-240.8]  0.353
CD21* B-lymphocytes (NV, 67-516/pL) 203 [86.8-390.2]  161.5[49-230.8]  0.353

745
746
747
748
749
750
751
752
753
754

*Based on 2016 revisions of the World Health Organization classification of myeloid and

lymphoid neoplasms;

Immunosuppressive therapies included ciclosporine (n=9), tacrolimus (n=4), corticosteroids

(n=8), ruxolitinib (n=3).

Adjusted p.values were calculated using the Benjamini—Hochberg correction method and were

considered statistically significant if < 0.05.

Abbreviations: CM, central memory, DM, differentiated memory, EM, effector memory; IQOR,
interquartile range, IS, immunosuppressive treatment;, NK, natural killer; NV, normal values;
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Spatial distribution and biological networks induced by stimulation in healthy
volunteers (HV) and allo-HSCT recipients.

Principal component analysis (PCA) of gene expression data derived from (A) 10 HV (triangles),
(B) 60 allo-HSCT patients (circles), and (C) both populations. Representation of immune response
assessment for post-SEB (blue) and post-LPS (red) stimulation, as well as for the NUL basal
condition (grey). PCA is projected onto the first 2 principal components and each mark represents
an individual sample.

Biological networks obtained from IPA for HV (white bars) and allo-HSCT recipients (colored
bars), represented by the top five enriched modulated canonical pathways, upstream regulators, and
diseases and functions post SEB (D) and LPS (E) stimulation. For canonical pathways and diseases
and functions, a —log (p.value) >2 was set as threshold. For upstream regulators, an overlap p.value
<0.05 was set as threshold. Underlined networks correspond to those common between the two
stimulants.

Abbreviations: HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; HV, healthy volunteers, IPA,
ingenuity pathways analysis, LPS, lipopolysaccharide; PC, principal component; PCA, principal
component analysis, SEB, staphylococcal enterotoxin B

Figure 2. Modulation in the expression of immune response genes post-SEB and post-LPS
stimulation in healthy volunteers (HV) and allo-HSCT recipients. Venn diagrams of DEG
(adjusted p.value<0.05 in >75% of'tests) between 10 HV (white circle) and 60 allo-HSCT recipients
(grey circle) after 24 hours of SEB (A) and LPS (B) stimulation. Volcano plots of genes upon SEB
(C) and LPS (D) stimulation differing between HV and allo-HSCT population. Fold change (x axis)
is plotted against statistical significance (y axis) for each genes. Up- or down-regulated genes with
a fold change >2 or <2 and FDR<0.05 are depicted in grey. Black represents genes not found to
differ significantly between the HV and allo-HSCT populations. The top most impacted genes are
detailed and represented as squares.

The biological network activation scores of the top five canonical pathways, upstream regulators,
and diseases and functions for HV (white bars) and allo-HSCT recipients (colored bars) upon SEB
(E) and LPS (F) stimulation. Activation scores for both populations were generated by summing
the median expression of component genes for each network. Underlined networks correspond to
those common between the two stimulants.

Abbreviations: DEG, differentially-expressed genes;, FDR, False discovery rate; HSCT,
hematopoietic stem cell transplantation; HV, Healthy volunteers ; LPS, lipopolysaccharide; PRR,
pattern recognition receptors, SEB, staphylococcal enterotoxin B; Th, T helper.

Figure 3. Individual transcriptomic profile of the allo-HSCT population compared to the HV
population and association with the main disease- and transplant-related factors.

(A) Principal component analysis (PCA) of gene expression data derived from 10 HV (white circles)
and 60 allo-HSCT patients (black circles) upon cumulative dataset (LPS and SEB stimulation).
Individuals were represented onto the first 2 principal components and each mark represents an
individual sample. PCA shows the presence of a specific cluster formed by HV individuals (green
elipse), the HV centroid (green square) serve as a reference of functional transcriptomic response.
(B) LDA representation from the five first principal component from (A) (explaining 80% of dataset
variability) from 10 HV (white circles) and 60 allo-HSCT recipients divided in two group, without
(n= 41, light grey) or with (n=19, dark grey) ongoing immunosuppressive treatment, the
corresponding ellipses are also represented. (C) Comparison between HV (white bars) and allo-
HSCT recipients without (n=41, light grey) or with (n=19, dark grey) immunosuppressive treatment
for the expression (fold change) of the 10 genes which most contribute to the construction of the
first axis of LDA. (D) Comparison of cytokine secretion levels for four genes from LDA analysis
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(pg/mL) obtained from Truculture® supernatants post stimulation and quantified using the ELLA
nanofluidic system. Whisker plots represent median [Q1-Q3] values, and the Kruskal-Wallis test
with Dunn correction was used for statistical analysis, a p.adj< 0.05 is consider as significant.

Abbreviations: HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; HV, Healthy volunteers, IS,
immunosuppressive; LPS, lipopolysaccharide; PCA, principal component analysis; SEB,
staphylococcal enterotoxin B.

Figure 4. Transcriptomic immune profile according to the presence or absence of recent viral
infectious episodes and main genes impacted. Heatmap of gene expression profiles (A) from
supervised analysis (Euclidean distances matrix with Ward’s methods) generated by scaling and
centering logl0-transformed gene expression FC and based on the 17 genes with the highest
significant (p.adj<0.05) differences in expression between recipients with (n=19 and without
infectious episodes (n=41). Genes clustering is indicated by a dendogram tree for selected genes
(left). The colored bars at the top of the heatmap represent the membership of recipients in groups
with (black) or without (grey) infectious episodes. Overall, the expression of the 17 genes seems to
be lower when an infectious episode occurs. (B) Graphical plot representing the expression of the
5 most DEG (FC>2 and p.adj< 0.01) within allo-HSCT recipients with (n= 19) or without infectious
episodes (n=41), median and [95%CI] values are represented by dots and lines, respectively. (C)
ROC curves obtained from the comparison between allo-HSCT recipients with (n=19) and without
infectious episodes (n= 41) regarding the 5 most DEG and quantitative cell counts. AUC [95%CI]
is indicated for each parameter.

Abbreviations: AUC, area under the curve; CI, confidence interval; HSCT, hematopoietic stem cell
transplantation; FC, fold change; LPS, lipopolysaccharide; ROC, receiver operating characteristic;
SEB, staphylococcal enterotoxin B

Figure S1. Individual transcriptomic profile of the allo-HSCT population compared to the HV
population

Principal component analysis (PCA) of gene expression data derived from 10 HV (white circles)
and 60 allo-HSCT patients (black circles) upon dataset obtained post (A) SEB and (B) LPS
stimulation. Individuals were represented onto the first 2 principal components and each mark
represents an individual sample. PCA shows the presence of a specific cluster formed by HV
individuals (green ellipse), the HV centroid (green square) serve as a reference of functional
transcriptomic response.

Abbreviations: HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; HV, Healthy volunteers, LPS,
lipopolysaccharide; PCA, principal component analysis; SEB, staphylococcal enterotoxin B.

Figure S2. Immune cell subtype counts are not significantly different between recipients with
or without infectious episodes. Distribution of polynuclear neutrophils (A), white blood cells (B),
monocytes (C), absolute lymphocyte count (D), TCD4" cell count (E), TCD8" cell count (F),
TCD4"/CD8" ratio (G) and TCD4" naive cell count (H) values within groups according to the
presence or absence of infectious episodes. Graphs show individual data points, and box and
whisker plots show the median value, upper and lower quartiles, and range. The differences between
the two groups are not statistically significant for all cell types considered (Bonferroni p. adj >.99).

Abbreviations: ALC, absolute lymphocytes count; PNN, polynuclear neutrophils, TCD, T cell
cluster of differentiation; WBC, white blood cells.
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Supplementary methods

Experimental pipeline

The pipeline to complete the analysis from blood collection to clustering required 60 hours. In
details, 24 hours of blood stimulation, 6 hours for RNA preparation and 27 hours for RNA

detection using NanoString protocol and 3 hours of analysis and clustering.

Gene expression analysis

Activation score

An activation score for each biological network was adapted from previous publication®.
Briefly, activation score were generated by summing for each of biological networks the fold
change expression (FC, stimulated/unstimulated) of each gene divided by the median of FC

expression in the HV population.

e c.g. Biological network A composition: Gene X;; Gene X»; GeneXs ...
e Fold change stimulated/unstimulated (FC)

- Activation score of biological network A per population:

> medianFCX; + medianFCX; + medianFCXs ...



Supplementary Table S2. Association of biological- or transplant-related factors with
Euclidean distance calculated from HV population centroid to each allo-HSCT
individuals projected onto PCA

No Yes
Stimulation Clinical variable Euclidean distance Euclidean distance (\{’.i‘;‘cl(l)l;(fm
condition median [Q1-Q3] median [Q1-Q3] test)
Allo-HSCT n= Allo-HSCT n=

Ongoing immunosuppressive  7.51 [4.55-10.94] 11.1[9.08-15.49] 0.25
treatment n=41 n=19

Recipients > 60 years old 10.26 [5.95-12.64] 7.75[4.25-12.58] 0.85
n=45 n=15

Sex - Male 10.5 [5.21-11.78] 8.83[4.97-12.93] 0.94
n=26 n=34

Acute myeloid leukemia 10.48 [4.75-14.08] 9.83 [5.58-11.01] 0.85
n=29 n=31

Complete remission 13.36 [12.1-14.32] 8.83 [4.62-11.65] 0.47
n=4 n= 54

Myeloablative conditioning 9.57 [5.01-12.48] 10.31 [4.97-12.37] 0.85
regimen n=22 n=38

Total body irradiation 9.99 [5.4-11.1] 8.63 [4.66-13.07] 0.85
n=42 n=18

LPS Anti-thymocyte globulin 10.69 [3.78-12.77] 9.57[6.79-12.25] 0.85
treatment n=26 n=34

Peripheral blood stem cells 7.33 [3.73-11.97] 10.14 [5.95-12.64] 0.85
n=11 n=49

Haploidentical donor 9.57 [5.06-11.09] 13.06 [4.86-14.23] 0.85
n=48 n=12

Acute GVHD 9.92 [5.98-12.77] 9.99 [4.62-12.48] 0.85
n=18 n=42

Chronic GvHD 9.99 [4.71-12.85] 9.79 [8.08-11.37] 0.85

n=>52 n=28

Tcells CD4+ > 200 cells/uL 8.19 [4.88-12.64] 10.48 [4.89-12.64] 0.85
n=23 n=37

Tcells CD4+/CD8+ ratio >1 10.26 [5.22-13.09] 7.04[4.67-11.01] 0.85
n=45 n=15




No Yes

Stimulation Clinical variable Euclidean distance Euclidean distance (‘I;;i‘;:(l:;fm
condition median [Q1-Q3] median [Q1-Q3] test)
Allo-HSCT n= Allo-HSCT n=
Ongoing immunosuppressive  7.94 [3.36-10.64] 11.4[7.76-13.57] 0.10
treatment n=41 n=19
Recipients > 60 years old 8.8 [5.99-12.22] 8.44[2.78-11.55] 0.81
n=45 n=15
Sex - Male 8.62 [5.06-11.91] 8.72 [5.17-12.16] 0.98
n=26 n= 34
Acute myeloid leukemia 9.02 [4.65-12.81] 8.03[6.27-11.56] 0.98
n=29 n=31
Complete remission 11.37[6.19-16.42] 8.71[4.67-11.91] 0.81
n=4 n=54
Myeloablative conditioning 8.81[5.2-11.64] 8.24 [5.17-12.15] 0.98
regimen n=22 n=38
Total body irradiation 8.53[5.7-11.91] 9.17 [4.67-12.25] 0.98
n=42 n=18
SEB Anti-thymocyte globulin 837 [3.62-11.61] 8.72 [6.63-12.3] 0.81
treatment n=26 n=34
Peripheral blood stem cells 7.21[4.7-11.43] 8.8 [5.61-11.95] 0.98
n=11 n=49
Haploidentical donor 8.72 [4.95-11.84] 8 [5.27-13.65] 0.98
n=48 n=12
Acute GVHD 9.4[6.92-13.29] 7.99 [4.81-11.91] 0.81
n=18 n=42
Chronic GvHD 8.71[4.72-12.27] 8.45[7.26-9.61] 0.98
n=>52 n= 8§
Tcells CD4+ > 200 cells/uL 9.75 [6.28-12.46] 8.03 [4.75-11.4] 0.81
n=23 n=37
Tcells CD4+/CD8+ ratio >1 8.96 [5.99-12.22] 7.94 [4.52-11.51] 0.81

n=45

n=15




WD M value
Stimulation Clinical variable Euclidean distance Euclidean distance (\I;’.ilcoxon
condition median [Q1-Q3] median [Q1-Q3] test)
Allo-HSCT n= Allo-HSCT n=

Ongoing 11.34 [5.14-14.39] 15.37 [13.2-20.29] 0.029

immunosuppressive n=41 n=19

treatment

Recipients > 60 years old 13.48 [9.45-15.89] 9.91[5.04-16.4] 0.87
n=45 n=15

Sex - Male 13.25[7.09-16.24] 13.1[7.74-15.08] 0.91
n=26 n= 34

Acute myeloid leukemia 14.39 [6.32-18.65] 12.85[9.14-14.86] 0.87
n=29 n=31

Complete remission 17.45[12.87-21.58] 12.82 [5.9-15.76] 0.23
n=4 n=54

Myeloablative conditioning 13.2[8.41-16.11] 12.92 [6.54-15.76] 0.81

regimen n=122 n=38

Total body irradiation 12.82[9.42-15.76] 14.45 [6.58-16.11] 0.87
n=42 n=18

LPS+SEB ) )

Anti-thymocyte globulin 13.91 [4.99-15.37] 12.64 [10.01-16.42] 0.87

treatment n= 26 n=34

Peripheral blood stem cells 11.25[6.04-14.45] 13.35[9.41-16.36] 0.87
n=11 n= 49

Haploidentical donor 12.82 [8.9-15.5] 14.86 [5.61-19.88] 0.87
n=48 n=12

Acute GVHD 13.79[9.53-15.35] 12.64 [5.9-16.24] 0.87
n=18 n=42

Chronic GvHD 13.07 [6.18-16.42] 13.16 [11.75-13.57] 0.87
n=52 n= 8§

Tcells CD4" > 200 cells/uL 13.35[7.2-15.96] 12.8 [7.37-15.89] 0.87
n=23 n=37

Tcells CD47/CD8" ratio >1 13.57[9.45-16.6] 11.53[6.25-14.42] 0.87

n=45

n=15
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3. TROISIEME PUBLICATION : A cross-sectional study of varicella zoster virus (VZV) specific
cell-mediated immunity after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation to
enhance prevention of VZV reactivation

Les réactivations virales sont courantes dans le contexte de I'immunodéficience observée post

transplantation de CSH et peuvent engendrer de séveres complications. La réponse des

lymphocytes T étant essentielle pour le contréle a médiation cellulaire des virus, I'importante
carence initiale en lymphocytes T (CD4* et CD8*) et la déficience a long terme des lymphocytes

T CD4" induite par le conditionnement pré-greffe ainsi que le délai prolongé de reconstitution

cellulaire quantitative, expose les patients a de nombreuses réactivations virales, et ce malgré

des mesures d’isolement et d’hygiéne renforcées. Un risque particulier provient des virus
latents qui peuvent persister silencieusement chez le patient ou étre introduit dans

I’organisme du receveur au travers des cellules transplantées comme le virus d'Epstein-Barr

(EBV), le cytomégalovirus (CMV), I'herpesvirus-6 (HHV-6) ou encore le virus de la varicelle et

du zona (VZV) (175,178,286).

La réactivation virale VZV (zona) se manifeste sous la forme d’infection localisée causant des
éruptions cutanées et provoquant une douleur neurologique intense et persistante.
Néanmoins, des manifestations sévéres et atypiques (encéphalite, hépatite, paralysie faciale,
rétinite) sont fréquemment rapportées pour les patients immunodéprimés post allogreffe de
CSH en comparaison a la population générale et peuvent étre la cause d’importante
morbidité/mortalité, notamment en cas de dissémination dans la cavité abdominale ou
cérébrale. La réactivation virale peut apparaitre au cours des 24 premiers mois post greffe. Ce
délai peut étre rallongé dans les cas de maintien de traitement immunosuppressif ou de la

survenue d’une GvHD.

Bien que le traitement préventif standard appliqué lors de la premiére année post greffe, par
prophylaxie a I'acyclovir ou le valacyclovir, réduit efficacement la réactivation du VZV, il n'offre
cependant pas une protection compléete, la maladie pouvant apparaitre plusieurs années
aprés la transplantation. De plus, de nombreuses questions subsistent a propos de cette
prophylaxie concernant sa durée d’application et le moment optimal pour un arrét sans risque
pour le patient. La prophylaxie vaccinale est également une option afin de réduire le risque de

réactivation.
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Néanmoins, de nombreuses conditions restrictives sont a respecter. La vaccination peut étre
pratiquée uniquement chez les patients séronégatifs au VZV, de plus s’agissant d’un vaccin
vivant atténué, il ne peut étre administré qu’apres un intervalle d'au moins deux ans apreés la
greffe et uniguement chez les patients ne présentant ni de cGvHD, ni d'immunosuppression
en cours avec un arrét des traitements immunosuppressifs depuis au moins 3 mois. Ces
recommandations ne permettent donc pas de réduire le risque de réactivation par la
vaccination au cours des premieres années post greffe, la ol I'immunodépression est la plus

importante pour le patient.

Il est donc essentiel de pouvoir rapidement et efficacement mesurer la mémoire immunitaire
des patients vis-a-vis du VZV afin d’adapter les prophylaxies vaccinales et thérapeutiques

(dosage, durée) et d’effectuer une surveillance individuelle.

Dans cette étude, nous avons utilisé trois types de tests immunitaires fonctionnels afin de
répondre a cet objectif. Nous avons pour cela effectué, sur 17 prélévements de volontaires
sains et 60 préléevements de patients post allogreffe de CSH, une stimulation ex vivo de cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC) pendant 7 jours. Nous avons ensuite mesuré les
capacités de sécrétion de I'Interféron-gamma (IFN-y) et de prolifération des lymphocytes T
spécifiques au VZV. La mesure de la prolifération post stimulation est la méthode de référence
employée aux Hospices Civils de Lyon afin d’évaluer la réponse cellulaire vis-a-vis de
différentes cibles antigéniques telles que la toxine tétanique. Cependant, cette méthode est
relativement lourde et chronophage limitant son utilisation a certains contextes cliniques
particuliers tels que les DIP. Pour permettre une plus large utilisation en routine clinique, nous
avons mis au point un nouveau test de fonction immunitaire rapide et reproductible
permettant de mesurer en 24 heures la réponse cellulaire spécifique du VZV a partir d'un petit
volume de sang total. L'objectif était d’identifier les sujets possédant une mémoire
immunitaire spécifique contre le VZV via une méthode de PCR quantitative (qPCR) en
mesurant a partir de I'ARNm I'expression du gene de l'interféron gamma (/IFNG). Nous avons
ensuite corrélé les données générées par les différentes méthodes de mesures de la fonction
immunitaire avec les numeérations de différents sous-types cellulaires, les données

sérologiques et les données cliniques de chaque patient.
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En se basant sur la sécrétion d’IFN-y nous avons ainsi pu identifier 15 patients (26 %) capables
de répondre a la stimulation. Ces patients présentaient également des taux d’lgG spécifiques
au VZV et des capacités de prolifération des lymphocytes CD3+ significativement plus
importantes. De maniére intéressante, une augmentation significative de I'expression du géne
IFNG était également observée aprés 24 h de stimulation en sang total pour ces individus.
Dans I'ensemble, ces résultats mettent en évidence une cohérence entre I'expression du gene
de I'"FNG a 24 heures et les capacités de prolifération et de sécrétion de I'IFN-y des
lymphocytes a 7 jours post stimulation avec I'antigene du VZV. Ceci témoigne d’une immunité

cellulaire contre le VZV chez les sujets répondeurs.

La rapidité et la simplicité de mise en place de cette méthode pour mesurer la fonction
immunitaire sur sang total offre de nombreuses perspectives dans la gestion, de plus en plus
personnalisée, des patients immunodéprimés dans le contexte de I'allogreffe, mais également
dans d’autres contextes cliniques ou la réactivation virale est sévérement néfaste pour le
patient (greffes d’organes solides, VIH, myélomes). Cette méthode pourrait notamment aider
a l'optimisation des prophylaxies vaccinales et thérapeutiques par une adaptation des

stratégies au cas par cas.

L'ensemble de ces investigations a fait I'objet de I'article « A cross-sectional study of varicella
zoster virus (VZV) specific cell-mediated immunity after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation to enhance prevention of VZV reactivation », en cours de révision dans la

revue scientifique « Frontiers in immunology ».
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VZV-specific cell-mediated immunity after HSCT

Abstract

Herpes zoster, which is due to the reactivation of Varicella zoster virus (VZV), is a leading cause of
morbidity after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). While cell-mediated
immunity (CMI) is critical to inhibit VZV reactivation, CMI is not routinely assessed due to a lack of
reliable tests. In this study, we aimed to evaluate VZV-specific CMI among allo-HSCT recipients
(n=60) and healthy individuals (HI, n=17) through a panel of three immune functional assays (IFA)
after ex vivo stimulation by VZV antigen: quantification of (i) IFN-y release in the supernatants and
(i1) T-cell proliferation after a 7-day stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
(ii1)) measurement of the ifn-y mRNA gene expression level after 24 hours of stimulation of a whole
blood sample. VZV-responsiveness was defined according to IFN-y release from VZV-stimulated
PBMC. Upon VZV-stimulation, we found that allo-HSCT recipients at a median time of 6 [5-8] months
post-transplant had lower IFN-y release (median [IQR], 0.34 [0.12-8.56] vs 409.5[143.9-910.2] pg/mL,
P <.0001) and fewer proliferating T-cells (0.05 [0.01-0.57] % vs 8.74 [3.12-15.05] %, P <.0001) than
HI. A subset of allo-HSCT recipients (VZV-responders, n=15/57, 26%) distinguished themselves from
VZV-non-responders (n=42/57, 74%; missing data, n=3) by higher IFN-y release (80.45 [54.3-312.8]
vs 0.22 [0.12-0.42] pg/mL, P < .0001) and T-cell proliferation (2.22 [1.18-7.56] % vs 0.002 [0.001-
0.11] %, P <.0001), suggesting recovery of VZV-specific CMI. Interestingly, VZV-responders had a
significant fold-increase in ifn-y gene expression, whereas ifn-y mRNA was not detected in whole blood
of VZV-non-responders (P < .0001). This study is the first to suggest that measurement of ifin-y gene
expression in 24h-stimulated whole blood could be an accurate test of VZV-specific CMI. The routine
use of this immune functional assay to guide antiviral prophylaxis at an individual level remains to be
evaluated.
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VZV-specific cell-mediated immunity after HSCT

Original Research Article
1 Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) recipients are at increased risk of
reactivation of latent varicella zoster virus (VZV) infection, with up to half of patients experiencing
herpes zoster (HZ) during the first 5 years post-transplant (1-4). In addition, HZ may be more severe
after allo-HSCT, and exposes recipients to complications ranging from post-herpetic neuralgia to
threatening disseminated disease (4—7). Although there is no immunological correlate of protection, T-
cell response is thought to be the main driver of immune-mediated control of latent VZV infection (8—
12). Indeed, the risk of HZ is highest during the first 24 months post-transplant, period which
corresponds to the phase of reconstitution of adaptive immunity after allo-HSCT (1-4,13-15).
Vaccination might be an interesting option to enhance VZV immunity. However, the recombinant
subunit zoster vaccine (RZV) is not available in many countries while the live-attenuated VZV
vaccines are contra-indicated during the first 24 months post-transplant. Data regarding
immunogenicity and safety of these vaccines are scarce in this setting. Pending recovery of VZV-
specific immunity, complementary prophylactic strategies are thus essential to prevent VZV disease.

Currently, prevention of VZV disease in seropositive allo-HSCT recipients relies on antiviral
prophylaxis with (val)acyclovir or famciclovir recommended for at least 12 months post-transplant or
longer in case of protracted immune recovery (6,16). Duration of antiviral prophylaxis may be different
from a recipient to another raising the issue of the optimal timing of discontinuation (16,17). An
informative test of VZV-specific cell-mediated immunity status could therefore help to manage VZV
prophylaxis at a personalized level.

VZV-specific cell-mediated immunity can be assessed by immune functional assays (IFA) which
evaluate cellular immune responses to in vitro stimulation by VZV antigens. These assays can be
performed on peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or whole blood samples, and different
readouts of VZV-specific cell-mediated immunity can be used, such as evaluation of lymphocyte
proliferative response or quantification of interferon (IFN)-y secretion (IFN-y release assay, IGRA)
(18-23). Nevertheless, assays on PBMC are cumbersome, time- and resource-consuming, so that they
are not routinely performed. A fast, reproducible IFA monitoring VZV-specific immunity out of a
small volume of whole blood sample is of major interest to discriminate recipients having VZV-
specific efficient immune response. We hypothesized that upstream measurement of ifn-y gene
expression in 24h-stimulated whole blood might correlate with VZV-specific cell-mediated immune
status, as determined by standard IFA performed on PBMC. In this proof-of-concept, cross-sectional
study, we determined the VZV-specific cell-mediated immune status of a cohort of adult allo-HSCT
recipients at approximately 6 months post-transplant using three methods: an innovative ifi-y mRNA
gene expression assay from a small whole blood sample, an automatized enzyme-linked
immunosorbent IGRA and an ex vivo lymphocyte proliferation assay, both performed on participant
PBMC.

2 Materials and methods

2.1 Study Population

Consecutive, adult allo-HSCT recipients transplanted at the hematology department of the
Lyon university hospital (France) and participating in the prospective, single-center “VaccHemInf”
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cohort study between May 2018 and August 2020 were enrolled. The VaccHemInf cohort study aims
at studying vaccine response and immune reconstitution in HSCT recipients, as described elsewhere
(24). Briefly, at inclusion, demographic, hematological and transplant-related characteristics of allo-
HSCT recipients were collected. Immune reconstitution was assessed at a quantitative level
(immunophenotyping of lymphocyte subsets, dosing of immunoglobulins) and at a functional level by
IFA for an arbitrarily chosen subset of patients (approximately one patient in two). At our center, stem
cell grafts are T-cell replete but recipients might receive antithymocyte globulin (ATG), depending on
HSCT protocols. VZV-related clinical manifestations were retrospectively retrieved through medical
charts. According to local procedures, antiviral prophylaxis by oral valacyclovir 500 mg bid was
initiated at allo-HSCT and continued for at least 12 months. The study has been approved by a regional
review board (Comité de Protection des Personnes Sud-Est V, Grenoble, France, number
69HCL17 0769) and is registered in ClinicalTrials.gov (NCT03659773).

Concomitantly, blood samples from healthy individuals (HI), recruited among donors to the Lyon
(France) blood bank (Etablissement Francais du Sang, EFS), were obtained to serve as controls.
According to the EFS standardized procedures for blood donation and to provisions of the articles
R.1243-49 and following ones of the French public health code, a written non-opposition to the use of
donated blood for research purposes was obtained from HI. The blood donors’ personal data were
anonymized before transfer to the research laboratory. Regulatory authorizations for the handling and
conservation of these samples were obtained from the regional review board (Comité de Protection des
Personnes Sud-Est II) and the French ministry of research (Ministére de I’Enseignement supérieur, de
la Recherche et de I’Innovation, DC-2008—64).

2.2  Quantification of VZV antibodies

VZV-specific immunoglobulin (Ig)G were measured in sera by a chemiluminescence immunoassay
(VZV 1GG, LIAISON® XL; DiaSorin, Saluggia, Italy) according to the manufacturers’ instructions.
An IgG antibody titer > 150 mIU/mL was considered positive (25).

2.3 IFN-y release assay and T-cell proliferation measured on VZV-stimulated peripheral blood
mononuclear cells

As previously described, fresh PBMC were purified from a heparin-coated blood tube (24). Fresh
PBMC were plated onto a 96-well plate at 1 x 10° cells per well and incubated at 37°C and 5% of CO»
overnight. PBMC were then stimulated with either VZV grade 2 antigen, a gamma-irradiated antigen
preparation corresponding to the supernatants of a VZV-infected cell line (MRC-5 cells; Microbix
Biosystems, Mississauga, Ontario, Canada), or MRC-5 control antigen (supernatants from uninfected
MRC-5 cells, CTRL) at 20 pg/L, or medium alone (non-stimulated control, NUL) for 7 days. A three
days stimulation with phytohemagglutinin (PHA; Remel, Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Watham,
MA, USA) at 4 pg/L served as mitogen control and medium alone (NUL) as its related negative control
condition. Concentrations of stimulants, as well as length of incubation, had been determined by
preliminary assays (data not shown).

At each time-point, [FN-y was measured in PBMC supernatants using the ELLA nanofluidic system
(Biotechne, Minneapolis, MI, USA) according to the manufacturers’ instructions. All values below the
lowest limit of quantification (LLOQ = 0.17 pg/mL) provided by the manufacturer were reduced to a
value equal to LLOQ/N2 (= 0.12 pg/mL). Patients were classified in “VZV-responders” and “VZV-
non-responders” according to the concentration of IFN-y in supernatants from VZV-stimulated PBMC,
with a positivity threshold arbitrarily fixed at twice (4.83 pg/mL) the highest secretion obtained in the
control condition (2.415 pg/mL).
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Pellets collected from paired wells were analyzed for T-cell proliferation using the Click-It® EdU
AF488 flow kit (C10420; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) to measure incorporation of 5-
ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) according to the previously published protocol (26). Briefly, the
percentage of EAU" proliferating cells (among CD3™ cells) was obtained by flow cytometry analyses
performed on a Navios flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). For each experiment, a
minimum of 2.5 x 103 CD3" cells were recorded. Data were analyzed using Kaluza software (version
1.2, Beckman Coulter). Values equal to “zero” proliferation were set to 0.01% to be plottable on a
logarithmic scale.

2.4 ifn-y mRNA gene expression assay on VZV-stimulated whole blood

Heparinized whole blood (100 pL) was distributed into a 96-well plate. VZV antigen at 20 ug/L (VZV),
medium alone (non-stimulated control, NUL) or supernatants from uninfected MRC-5 cells (negative
control, CTRL) were added to a single well and incubated 24 hours at 37°C and 5% of CO». Total RNA
was extracted using the RNeasy Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, the cells were harvested and lysed in RLT buffer (lysis buffer)
supplemented with B-mercaptoethanol and stored at -80°C until further processing. RNA quantity and
quality were determined using Nanodrop (Thermofisher Scientific, MA, USA). For mRNA detection,
RNA was retro-transcribed using SuperScript VILO ¢cDNA Synthesis kit (Thermofisher) followed by
qPCR performed using commercial Taqgman probes for ifi-y (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and
normalized using the mean of PPIB and DECRI housekeeping genes on CFX Connect Real-Time
(RT)-PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Relative differential expression of ifin-y
gene was expressed as a fold change using the 2-AACt method (27). The first ACT is the difference in
threshold cycle between ifn-y gene and the geometric mean of housekeeping in all conditions (VZV,
CTRL or NUL). The AACT is the difference of ifn-y gene ACT obtained in stimulated conditions (VZV
or CTRL) compared to the unstimulated control condition (NUL).

2.5 Post-transplant T-cell immunophenotyping

A large panel of T-cell membrane markers was measured by flow cytometry (Beckman Coulter,
Villepinte, France) on whole blood. Naive (CD45RA"CCR7") CD4" and CD8" T-cells, central memory
(CD45RACCR7") CD4" and CD8" T-cells, effector memory (CD45RACCR7") CD4" and CD8" T-
cells and differentiated memory (CD45RA"CCR7") CD4" and CD8" T-cells were counted (cells/uL),
in addition to routine absolute CD4" and CD8" T lymphocyte counts.

2.6 Statistical analysis

Qualitative variables were expressed as counts (percentages) and quantitative continuous data were
expressed as mean and range or as median and interquartile range [IQR]. Quantitative non-gaussian
data were compared using the Kruskal-Wallis test or the Mann-Whitney test, where appropriate.
Qualitative data were compared between groups using Fisher’s exact test. Association between
quantitative data was quantified by a non-parametric Spearman rank-correlation coefficient (95%
confidence interval [CI]). Two-sided tests were performed with statistical significance defined by P <
.05. Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism® software (version 8.3; GraphPad
software, La Jolla, CA, USA) and R (version 3.4.4; R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).

3 Results
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3.1 Participant characteristics

HI (n=17) and allo-HSCT recipients (n=60) were included. HI and allo-HSCT recipients did not
significantly differ in terms of age (median [IQR], 42 [33-51] vs 44.5 [34-60] years, P = .39) and sex
(sex ratio, 1.1 vs 1.3, P=.79). Allo-HSCT recipients were enrolled at a median [IQR] time of 6 [5-8]
months post-transplant. All HI were VZV-seropositive, 98% (n=58/59; missing data, n=1) and 75%
(n=45/60) of allo-HSCT recipients had positive VZV IgG titers prior to transplantation and at
enrollment, respectively. Nineteen (32%) allo-HSCT recipients were on immunosuppressive therapy,
and 41 (68%) had received intravenous Ig infusions at a median time [IQR] of 4 [3-6] months before
inclusion (Table 1). VZV IgG titers at inclusion were not higher among patients having received
intravenous Ig infusions (P = .16).

3.2 Cell-mediated immunity upon phytohemagglutinin stimulation

First, to verify that HI and allo-HSCT recipients were able to mount a detectable immune response
upon mitogen stimulation, IFN-y in supernatants and proliferation of PHA-stimulated PBMC were
determined. HI and allo-HSCT recipients developed a significantly higher IFN-y release and
percentage of EAU" proliferating cells (among CD3+ cells) (P < .0001 for both) compared to control
conditions indicating that these tests were appropriate to assess lymphocyte functionality in the study
population. However, IFN-y release (median [IQR], 5863 [1335-16602] vs 74884 [44574-89385], P =
.004) and proliferation capacity of T-cells (median [IQR], 23.8 [14.6-33.7] % vs 39.9 [34-48.1] %, P
=.02) were significantly lower in allo-HSCT recipients than in HI (Supplementary Figure 1).

3.3 VZV-specific cell-mediated immunity

A 7 day-stimulation of PBMC with VZV antigen resulted in a significantly lower IFN-y release in the
supernatant (median [IQR], 0.34 [0.12-8.56] vs 409.5 [143.9-910.2] pg/mL, P < .0001) and a
significantly lower percentage of EQU" proliferating cells (among CD3" cells) (0.05 [0.01-0.57] % vs
8.74 [3.12-15.05] %, P < .0001) among allo-HSCT recipients as compared to HI (Figure 1A and B).
Both were highly correlated (Spearman’s correlation coefficient 0.87; 95% CI[0.79-0.92]; Figure 1C).
Conversely, VZV-specific T-cell proliferation was not correlated with unspecific PHA-induced T-cell
proliferation (Spearman’s correlation coefficient, 0.07 [95% CI, -0.2-0.34]). These results indicated
that allo-HSCT recipients had an impaired VZV-specific T-cell function based on lower proliferation
and IFN-y release post-stimulation. When focusing on allo-HSCT recipients’ results, two subsets were
observed and classified as VZV-responders (n=15/57, 26%) or non-responders (n=42/57, 74%; missing
data, n=3) based on IFN-y secretion level above positivity threshold (Table 2). Among the VZV-
responder group, a significantly higher IFN-y release was observed, as compared to the VZV-non-
responder group (median [IQR], 80.45 [54.3-312.8] vs 0.22 [0.12-0.42] pg/mL, P <.0001). The IFN-
y release among the VZV-responder group was lower than among HI (median [IQR], 409.5 [143.9-
910.2] pg/mL), but the difference did not reach statistical significance (P = .64). Of note, similar
observations were made for the VZV-specific proliferative response, with a significant higher
proliferation capacity in the VZV-responder group, as compared to the VZV-non-responder group
(median [IQR], 2.22 [1.18-7.56] % vs 0.002 [0.001-0.11] %, P <.0001). Proliferative response among
the VZV-responder group was lower than in HI without reaching statistical significance (median [IQR],
8.74 [3.12-15.05] %, P =.76).

Interestingly, 13/15 (87%) of VZV-responders had a positive VZV-specific humoral response, as
depicted by higher IgG titers (median [IQR], 1382 [494.4-1577] mIU/mL), as compared to the VZV-
non-responder group, where 29/42 (69%) had a positive titer (median [IQR], 383.1 [141.1-664.2]
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mlIU/mL, P=.005). All together, these results suggest an ongoing recovery of VZV-specific immunity
in the VZV-responder group. Only 2/15 (13%) had reported HZ-compatible clinical manifestations at
4- and 5-months post-transplant, respectively, while none in the VZV-non-responder group.

3.4 ifn-y mRNA gene expression in response to whole blood VZV antigen stimulation

To investigate the VZV-specific immune response at the transcriptional level, the relative differential
expression (fold change) of ifn-y mRNA at 24 hours in VZV-stimulated whole blood was compared to
that found in non-stimulated conditions. The VZV-responders according to IFN-y secretion from
PBMC (n=15) had a significant fold-increase in ifin-y gene expression in whole blood (median [IQR],
12.99 [5.3-79.79]), whereas relative expression of ifn-y mRNA was not detected for other allo-HSCT
recipients (median [IQR], 0.85 [0.55-1.44], P < .0001) (Figure 2A). Moreover, ifn-y gene expression
in allo-HSCT recipients and HI was significantly correlated with IFN-y release and percentage of EQU™
proliferating cells (among CD3" cells) (Spearman’s correlation coefficients, 0.84, 95% CI [0.75-0.9]
and 0.82, 95% CI [0.73-0.89], respectively; Figure 2B and C). Overall, these results indicate a
consistency between up-stream ifi- gene expression at 24 hours in VZV-stimulated whole blood and
down-stream lymphocyte proliferative and IFN-y-releasing capacities of PBMC at day 7 in response
to VZV antigen.

3.5 Post-transplant T-cell immunophenotyping and correlation with IFN-y release

The correlation between VZV-induced IFN-y release and various T-cell subsets in allo-HSCT
recipients was investigated. Although the median absolute CD4+ T-cell count was lower than normal
values (Table 1), the IFN-y release in response to VZV antigen was positively correlated with absolute
counts of naive (CD45RA-+CCR7+) and central memory (CD45RA-CCR7+) CD4+ T-cells, as well as
of naive (CD45RA+CCR7+) CD8+ T-cells (Spearman rank-correlation coefficients, r = 0.35 (95% CI
[0.08-0.57]), 0.28 (95% CI1[0.02-0.52]) and 0.36 (95% CI[0.10-0.58]), respectively). When comparing
VZV responders and non-responders, median naive and central memory CD4+ and naive CD8+ T-cell
counts were significantly higher in the VZV-responder group (P=.043, P=.01, P =.048, respectively).
Of note, no associations were observed between VZV-responsiveness and clinical determinants (Table
2).

4 Discussion

This study provides insights into VZV-specific immune reconstitution after allo-HSCT. We found that
15/57 (26%) of allo-HSCT recipients had recovered a VZV-specific IFN-y response by 6 months post-
transplant, in the absence of any HZ-related clinical event for the majority of them. Interestingly, the
measurement of ifin-y gene expression by qPCR at 24 hours on a small-volume whole blood sample
could be as effective and less time-consuming than standard IFAs based on the quantification of
lymphocyte proliferation and IFN-y release upon VZV antigen stimulation to identify allo-HSCT
recipients that have recovered VZV-specific cell-mediated immunity. In addition, we found that naive
(CD45RA+CCR7+) T-cell counts and central memory (CD45RA-CCR7+) CD4+ T-cell counts
correlated with the reconstitution of the VZV-specific immune repertoire.

Reconstitution of VZV-specific immunity following allo-HSCT is mostly driven by endogenous VZV
re-exposure, rather than by exogenous re-infection, and can occur with or without clinical
manifestations and despite antiviral prophylaxis (20,21,28-30). Subclinical VZV reactivations are well
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described in immunocompromised patients (18—20,30). In the present study, the majority (13/15, 87%)
of VZV-responders had not presented any HZ-compatible manifestation, although in vitro assays
showed detectable VZV-specific immune cell responses. Relative to the entire cohort of allo-HSCT
recipients, this proportion of subclinical VZV reactivations (13/60, 22%) is overall consistent with
previous studies that reported 26 to 41% of subclinical VZV reactivations among adult bone marrow
transplant recipients (20,31).

Importantly, unresponsiveness to VZV was not associated with the receipt of immunosuppressive
treatment, suggesting that the process of immune reconstitution per se is individual. IFN-y release in
response to VZV stimulation was correlated with naive CD4" and CD8" and central memory CD4" T-
cell subsets despite low total CD4" T-cell absolute counts. This suggests that thymopoiesis contributes
to the reconstitution of cognate cell-mediated immune responses and an antiviral specific T-cell
repertoire (32), rather than survival of host- or expansion of donor derived T-cells. Therefore, detection
of VZV-specific cell-mediated immunity might be a surrogate marker of the reconstitution of a thymus-
dependent, functional T-cell pool after allo-HSCT, although quantitative naive T-cell assessment did
not strongly correlate with functional response. Importantly, the total CD4+ T-cell count did not
discriminate VZV-responders from VZV-non-responders: more than half of VZV-non-responders had
a total CD4+ T-cell count above 200/uL, a threshold of the immunosuppressive state validated in the
context of human immunodeficiency virus infection, but that many clinicians use to guide antimicrobial
prophylaxis strategies in other settings of immunodepression. Furthermore, no hematological or
transplant-related characteristic was associated with VZV-responsiveness.

Humoral immunity to VZV, measured by IgG antibody titers, is known not to correlate with immune
protection and infusions of blood-derived products, in particular intravenous Ig, can lead to non-
interpretable results (8,20,22,33). Consistently, 29/42 (69%) of VZV non-responders had positive VZV
IgG values in this study. Different IFAs have been proposed to quantify VZV-specific cell-mediated
immunity, but there is no validated “gold standard”. VZV-specific T-cell proliferation assays,
performed on PBMC or whole blood (5,20,22,34,35), have several limitations. The first relates to the
various origins of IFN-y production. The correlation between VZV-specific IFN-y release and T-cell
subsets suggests that [FN-y is mainly secreted by T-cells. To gain in detection sensitivity of VZV-
responsive T-cells at the single-cell level, the IFN-y enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT)
assay has been proposed (9,29,30,36). However, in addition to be labor intensive because of the
multiple experimental steps from PBMC preparation to spot detection, enumeration of IFN-y spot-
forming cells proves to be difficult. The second limit relates to the threshold of detection of IFN-y.
Others have reported that IFN-y release in the supernatant of whole blood incubated with live VZV
was not detected before 48 hours and peaked at 72 hours (22). Consequently, to test VZV status more
rapidly, we formulated the hypothesis that measuring upstream ifin-y gene expression in 24h-stimulated
whole blood would predict VZV status as effectively as down-stream synthetized [FN-y protein at day
7. qPCR on whole blood is relatively simple to perform, in comparison to various cell-based immune
functional assays. To the best of our knowledge, this is the first study assessing ifi-y gene expression
level as a marker of VZV-specific cell-mediated immunity. As PCR techniques are widely used during
routine post-transplant care, the implementation of the VZV-specific ifi-y gene expression assay on
whole blood at a lab experienced in the follow-up of allo-HSCT recipients should be relatively easy.
The main advantages of PCR assays are their time- and resource-sparing nature, their relative technical
ease as well as their reproducibility.

Taken together and considering that one quarter of allo-HSCT recipients had detectable VZV-specific
cell-mediated immunity by the time of study initiation (6 months post-transplant), measuring VZV-
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specific ifn-y gene expression level in whole blood once every trimester after allo-HSCT could help to
monitor kinetics of specific immune reconstitution. If assumed as a surrogate marker of VZV-specific
immunity, this assay, combined to T-cell immunophenotyping, could ultimately guide antiviral
prophylaxis in a personalized manner. This would provide the basis for an interventional, randomized,
controlled trial vs standard of care to test the hypothesis that it is safe to stop antiviral prophylaxis
based on a personalized approach using the ifn-y gene expression assay. The primary endpoint would
be the absence of HZ reactivation following prophylaxis interruption. Earlier interruption of antiviral
prophylaxis could avoid overtreatment, emergence of HSV cross-resistance to acyclovir and limit
compliance issues. Other useful applications of the ifnn-y gene expression assay could be proposed such
as determining VZV-specific immunity status in other patient groups at risk of VZV reactivation (i.e.
solid organ transplant recipients, multiple myeloma patients, elderly people) or evaluating cellular
response to VZV vaccination.

Beyond antiviral prophylaxis, VZV-related disease can be prevented by vaccination. The inactivated
RZV has demonstrated a clinical efficacy of 68.2% to prevent HZ after autologous HSCT and has been
recently shown in a prospective cohort study to be safe after allo-HSCT, although immunogenicity data
in this setting is lacking (37,38). The RZV has been recently recommended to immunocompromised
adults, including allo-HSCT recipients, in the USA, but is not currently available in France (39).

This study has limitations. The results of this proof-of-concept study require a validation cohort. We
report VZV-specific immunity at a single time-point (approximately 6 months post-transplant, due to
the design of the VaccHemInf study which aims to study response to the inactivated vaccines which
are recommended in this timeframe). Six months post-transplant corresponds to a pivotal period, when
allo-HSCT recipients are usually off immunosuppressive therapy and when immune reconstitution is
well underway from a quantitative point of view. We did not assess in this study kinetics of antiviral
immune reconstitution. We were not able to perform VZV-specific IFA on VZV-seronegative, healthy
controls. The choice of VZV antigen (supernatants from VZV-infected MRC-5 cells, inactivated by
gamma irradiation), although widely used, can be criticized due to cross-reactivity with other
herpesvirus, especially herpes simplex virus-1, as previously reported in vivo (40,41). Peptides based
on VZV Glycoprotein gE and immediate-early 63 might be more suitable antigens. It would also have
been of interest to compare the assay with the intracellular cytokine staining method or the
histocompatibility complex-tetramer technology such as previously described for CMV reactivation
(42,43); similarly, for thymopoiesis after allo-HSCT, quantitative assessment of T-cell receptor
rearrangement excision circles (TRECs) could have been used as an informative surrogate marker for
recipients, as previously described in the setting of viral reactivation (44).

In conclusion, as the management of immunocompromised individuals evolves to increasingly
personalized agendas, measurement of VZV-specific cell-mediated immunity by a fast (24h) ifn-y gene
expression assay from a whole blood sample and immunophenotyping of T-cell subsets could help to
monitor antiviral immune repertoire reconstitution after allo-HSCT and ultimately enable a more
rationale use of antiviral prophylaxis.
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5 Tables

Table 1. Baseline characteristics of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation recipients.
NOTE. *Based on 2016 revisions of the World Health Organization classification of myeloid and
lymphoid neoplasms; "missing value, n=1; *Immunosuppressive therapies included: ciclosporine
(n=9), tacrolimus (n=4), corticosteroids (n==8), ruxolitinib (n=3). Abbreviations: ATG, antithymocyte
globulin; CM, central memory, DM, differentiated memory; DLI, donor lymphocyte infusion, EM,
effector memory, GvHD, graft-versus-host disease; HLA, human leukocyte antigen; IQR, interquartile
range; IS, immunosuppressive; Ig, immunoglobulin, IVIG, intravenous immunoglobulins;, MAC,
myeloablative conditioning, NK, natural killer; NV, normal values;, RIC, reduced intensity
conditioning, TBI, total body irradiation; VZV, varicella zoster virus

Demographics n=60
Age (years), median [IQR] 44.5 [34-60]
Male, n (%) 34 (57)

Hematological and transplant-related characteristics, n (%)
Underlying hematological disease*

Acute myeloid leukemia and related neoplasms 31(52)
Myelodysplastic syndromes 8 (13)
Myeloproliferative neoplasms 1(2)
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma 11 (18)
T-lymphoblastic leukemia/lymphoma 2(3)
Mature neoplasms: T, NK, or B cells 3(5)
Hodgkin lymphoma 1(2)
Others 3(5)
Donor type
Matched sibling donor 18 (30)
Haploidentical related donor 12 (20)
Unrelated donor 30 (50)
Fully matched 23 (38)
HLA mismatched 7 (12)
Stem cell source
Peripheral blood stem cells 48 (80)
Bone marrow 11 (18)
Cord blood 1(2)
Conditioning regimen
MAC 22 (37)
RIC 38 (63)
TBI 18 (30)
GVHD prophylaxis
ATG 34 (57)
Calcineurin inhibitors 59 (98)
Mycophenolate mofetil 33 (55)
Methotrexate 14 (23)
Post-transplant Cyclophosphamide 23 (38)

10
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Recipient VZV status prior to transplantation’
Positive 58 (98)
Negative 1(2)
Post-transplant VZV IgG titers at inclusion (mIU/mL), median [IQR] 418.5 (151.2-1092)
Post-transplant complications, n (%)

Acute GVHD 42 (70)
Grade I/I/ITT 28/12/2
Chronic GVHD 8 (13)
Limited/Extensive 5/3
Time from transplantation (months), median [IQR] 6 [5-8]
Immunophenotyping of lymphocyte subsets (cells/uL), mean (range)
Lymphocytes (NV, 1000-2800/uL) 1601 (410-4910)
CD3" T-lymphocytes (NV, 521-1772/uL) 887 (145-3406)
CD3" CD4" T-lymphocytes (NV, 336-1126/uL) 270 (38-876)
Naive CD4" (CD45RA"CCR7") (NV, 121-456/uL) 30 (0-390)
CM CD4" (CD45RACCR7") (NV, 92-341/uL) 61 (1-211)
EM CD4" (CD45RA'CCRT7) (NV, 59-321/uL) 157 (4-704)
DM CD4" (CD45RA"CCRT7) (NV, 11-102/uL) 22 (0-226)
CD3" CD8" T-lymphocytes (NV, 125-780/uL) 580 (50-2779)
Naive CD8" (CD45"CCR7") (NV, 86-257uL) 39 (0-241)
CM CD8" (CD45RACCR7") (NV, 19-93/uL) 18 (0-127)
EM CD8" (CD45RACCRT7) (NV, 15-162/uL) 252 (0-1517)
DM CDS8" (CD45RA'CCR7Y) (NV, 39-212/uL) 276 (0-1500)
CD4"/CD8" ratio (NV, 0.9-6) 0.97 (0.12-9.07)
CD20" B-lymphocytes (NV, 64-593/uL) 282 (14-1439)
NK cells (NV, 70-523/uL) 235 (30-2023)
Immunoglobulin G titers (NV, 7-16 g/L) 8.6 (2.0-20.3)
Post-transplant immunomodulatory therapy, n (%)
IS therapy at inclusion* 19 (32)
IVIG infusion(s) 41 (68)
Time since last IVIG infusion (months), median [IQR] 4 [3-6]
DLI 8 (13)

356
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Table 2. VZV-specific immune responses of allogeneic hematopoietic stem cell transplant
recipients. NOTE. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (1 x 10° cells) and whole blood from
allo-HSCT recipients (n=57) were stimulated by VZV antigen (inactivated supernatants from VZV-
infected MRC-5 cells, 20 pg/mL) or supernatants from VZV-uninfected MRC-5 cells (control
condition). IFN-y release (pg/mL) and the percentage of EAU" proliferating cells (among CD3™ cells)
were measured after a 7-day VZV-stimulation of PBMC by immunoassay (ELLA nanofluidic system)
or flow cytometry, respectively. VZV-responders were identified based on IFN-y release strictly above
4.83 pg/mL, corresponding to twice the maximum value observed in the control condition. ifn-y gene
expression level was measured by qPCR in a whole blood sample after 24h of VZV-stimulation. The
relative differential expression between VZV-stimulation and non-stimulated conditions is given as the
fold change. Immunophenotyping of lymphocyte subsets was performed by flow cytometry on whole
blood. Groups were compared using the Mann-Whitney U test or the Fisher’s exact test, where
appropriate; P-values < .05 were considered statistically significant. *Data were missing for three allo-
HSCT recipients. TData were missing for three allo-HSCT recipients. *Immunosuppressive therapy:
ciclosporine, tacrolimus, corticosteroids, ruxolitinib. Abbreviations: ALC, absolute lymphocyte count;
AML, acute myeloid leukemia; ATG, antithymocyte globulin, CM, central memory, DM, differentiated
memory; DLI, donor lymphocyte infusion; EdU, 5-ethynyl-2’-deoxyuridine; EM, effector memory;
GvHD, graft-versus-host disease; IFN-y, interferon-y; IgG, immunoglobulin G, IQR, interquartile
range; IS, immunosuppressive; N, naive; VZV, varicella zoster virus.

VZYV non-responders VZV responders P

(n=42)* (n=15)

7-day VZV-stimulated PBMC,

median [IQR]

IFN-y release (pg/mL) 0.22 10.12-0.42] 80.45 [54.3-312.8] <.0001
EdU" proliferating cells
among 5" eells (o) 0.002 [0.001-0.11] 222[1.18-7.56]  <.0001

24h VZV-stimulated whole blood,

median [IQR]
Jisgygone eapigsslon {16 g a5 s g 12.99 [5.30-79.79]  <.0001
change)

Immunophenotyping of lymphocytes and

subsets (cells/nL), median [IQR]
ALC 1090 [710-2460] 1590 [1000-2130] 421
T CD4+ 232.5[115.5-385.5] 287 [220.5-329] 319
T CD4+N 12.5 [4.75-22.25] 33 [14.5-38] 043
T CD4+ CM 40 [17-80] 81[65.5-114] 010
T CD4+ EM 115 [80-208] 157 [116.5-192.5] 459
T CD4+ DM 5.5 [1.75-38.75] 3.5 [0 -5.75] 106
T CD8&+ 367.5 [218.75-879.25] 364 [237.5-486] 921
T CD8+N 16.5 [9-50.5] 44 [24-70.5] 048
T CD8+CM 10 [2-14.5] 16 [7-30] 125
T CD8+ EM 160 [69.5-282.75] 157 [108.5-303] 490
T CD8+ DM 225 [60-332] 102 [64.5-140] 287
NK cells 157 [114-137] 146 [99.5-194] 0.39

Post-transplant VZV IgG titers at 383.1 [141.1-664.2] 1382 [494.4-1577] 005

inclusion (mIU/mL), median [IQR]
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Selected clinical variables, n (%)

AML 20 (48) 9 (60) 715
ATG 24 (57) 9 (60) >.999
DLI 5(12) 3 (20) 422
Chronic GVHD 5(12) 3 (20) 422
IS therapy* 15 (36) 427 751

377
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6 Figure Legends

Figure 1. VZV-specific cell-mediated immunity according to immunoassays on peripheral blood
mononuclear cells.

Peripheral blood mononuclear cells isolated (1 x 10° cells) from healthy individuals (HI, n=17) and
allogeneic hematopoietic stem cell transplant recipients (allo-HSCT, n=57) were stimulated by VZV
antigen (inactivated supernatants from VZV-infected MRC-5 cells, 20 pg/mL) or supernatants from
VZV-uninfected MRC-5 cells (control condition) and incubated for 7 days in duplicate. (A) IFN-y
release (pg/mL) in the supernatants was quantified using the ELLA nanofluidic system. Bars represent
median values, black dotted line represent the lower limit of quantification (LLOQ = 0.17 pg/mL), red
dotted line represent the arbitrarily defined threshold of positivity of the assay, i.e. 4.83 pg/mL,
corresponding to twice the maximum value observed in the control condition. All values below LLOQ
have been set at 0.12 pg/mL corresponding to LLOQ/V2. (B) In respective wells, T-cells proliferation
is expressed as the percentage of EdU+ proliferating cells (among CD3+ cells) measured by flow
cytometry after EQU+ incorporation and completion of the Click-it®. Groups were compared using
Kruskal-Wallis test; ****P < .0001. Red triangles represent recipients defined as VZV-responders, i.e.
having recovered a VZV-specific cellular-mediated immunity according to the IFN-y release assay.
Clear triangles represent recipients who developed herpes zoster related manifestations. (C)
Correlation analysis between T-cell proliferation and IFN-y release results obtained from the same well
was performed using Spearman rank-correlation test, the p-values and the correlation coefficient are
indicated. Data were missing for three VZV-stimulated allo-HSCT recipients.

Figure 2. Ex vivo whole blood VZV-stimulation and correlations between VZV-specific immune
functional assays.

Whole blood (100 pL) from healthy individuals (HI, n=17) and allogeneic hematopoietic stem cell
transplant recipients (allo-HSCT, n=57) was stimulated 24 hours by VZV antigen (inactivated
supernatants from VZV-infected MRC-5 cells, 20 pg/mL) or supernatants from VZV-uninfected
MRC-5 cells (control condition). (A) The relative quantification of ifi-y gene expression level is
presented as fold change. Red triangles represent recipients defined as VZV-responders, according to
IFN-y release in supernatants from VZV-stimulated peripheral blood mononuclear cells (see figure 1).
Clear triangles represent recipients who developed herpes zoster-related manifestations. Bars represent
median and p-values were obtained using the Kruskal-Wallis test; ** P < .01, ****P < 0001. (B)
Correlation between ifn-y mRNA gene expression (fold change) and IFN-y release in supernatants from
VZV-stimulated PBMC quantified using the ELLA nanofluidic system, using Spearman rank-
correlation test. (C) Correlation between ifn-y mRNA gene expression (fold change) and percentage of
EdU" cells (among CD3") measured by flow cytometry, using Spearman rank-correlation test. Data
were missing for three VZV-stimulated recipients.
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Supplementary Figure 1. PHA-induced T-cell proliferation and IFN-y release

Peripheral blood mononuclear cells isolated (1 x 10° cells) from healthy individuals (HI, n=17) and
allogeneic hematopoietic stem cell transplant recipients (allo-HSCT, n=60) were stimulated by
phytohemagglutinin (PHA) or negative control conditions (medium) and incubated for 7 days. (A) T-
cells proliferation is expressed as the percentage of EdU" proliferating cells (among CD3" cells)
measured by flow cytometry after EQU" incorporation and completion of the Click-it®. (B) In
respective wells, IFN-y release (pg/mL) was quantified using the ELLA nanofluidic system. Bars
represent median values, black dotted line represent the lower limit of quantification (LLOQ = 0.17
pg/mL). All values below LLOQ have been set at 0.12 pg/mL corresponding to LLOQ/N2. Groups
were compared using Kruskal-Wallis test; * P < .05, ** P < .01, **** P < (0001. Data were missing
for one PHA-stimulated allo-HSCT recipient.
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4. QUATRIEME PUBLICATION : Specific detection of memory T-cells in COVID-19 patients
using standardized whole-blood Interferon gamma release assay
Les lymphocytes T CD4* jouent un réle central de chef d’orchestre de la réponse immunitaire
antivirale, leur fonction étant critique pour le contrdle du risque infectieux et donc pour le
maintien de l'intégrité du patient. Comme pour le VZV, la fonction des lymphocytes T
spécifiques du SARS-CoV-2 est un facteur clé du contréle de l'infection. Une réponse sous-
optimale induite par exemple dans un contexte d'immunodépression peut contribuer a une
augmentation de la sévérité de la COVID-19.
Plusieurs études ont démontré la complémentarité de I'évaluation de la réponse immunitaire
humorale et cellulaire spécifique pour le SARS-CoV-2, afin d’apprécier I'immunité post
infection et/ou post vaccinale. L’étude de la mémoire cellulaire est néanmoins principalement
mesurée par des méthodes lourdes en terme de ressource et de temps de manipulation telles
que la méthode ELISPOT ou la coloration des cytokines intracellulaire (ICS) et donc
difficilement applicable en routine clinique.
Il apparait donc nécessaire de développer et d’évaluer les performances, notamment en
terme de spécificité, de nouveaux tests capables de mesurer la réponse cellulaire de maniére

robuste, standardisée et adaptée a la routine clinique.

Dans cette étude, nous avons mis au point et évalué un test semi-automatisé détectant et
guantifiant la réponse immunitaire mémoire des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2
via la mesure de la libération d'interféron gamma post stimulation dans un échantillon de sang
total (WB IGRA de I'anglais Whole-blood IGRA). Pour cela, nous avons utilisé une cohorte de
129 patients convalescents de la COVID-19, travailleurs de la santé (HCWs, de l'anglais
healthcare workers) et infectés 6 mois auparavant par le SARS-CoV-2. Nous avons inclus
également 25 préléevements de volontaires sains non-infectés par la COVID-19 et 3
prélevements de HCWSs infectés par un autre coronavirus (HCoV, de l'anglais Human
coronaviruses). Un préléevement de sang total pour chaque individu a été stimulé par
différentes protéines du SARS-CoV-2 (nucléocapside (N), glycoprotéine membranaire (M) et
domaine de liaison au récepteur de pointe (RBD)), nous permettant ainsi d’évaluer la réponse
des lymphocytes T et I'efficacité des différentes cibles protéiques dans I'induction de cette

réponse.

217
Ne pas copier — Propriété de BioMérieux



Il est a noter qu’une mesure spécifique de la réponse vaccinale peut étre réalisée post
stimulation avec la RBD, étant le seul antigéne inclus dans le vaccin. La mesure de la sécrétion
de I'lFN-y dans le surnageant cellulaire a été effectuée sur la plateforme semi-automatisée

VIDAS (BioMérieux) apres une stimulation de 22 heures a 37°C sous 5 % de COa.

Les résultats obtenus démontrent d’une part qu’une réponse cellulaire T mémoire est
observable a 6 mois post infection, avec néanmoins des variabilités selon la cible protéique
utilisée pour la stimulation (de 62.4 % a 97.9 % de répondeurs). D’autre part, ils mettent en
évidence des différences de spécificité en fonction des stimulants (réaction croisée observée
chez les HV et HCoV post stimulation avec la nucléocapside). Ils ont surtout permis de
démontrer que la réponse cellulaire T pouvait persister davantage que les anticorps
neutralisants, révélant I'importance de la mesure de la réponse lymphocytaire T en
complément des tests sérologiques pour I'évaluation de I'efficacité de la réponse immunitaire
mémoire a long terme. A la suite de ces travaux, ce test immunitaire fonctionnel a été
transféré sur 'automate VIDAS® (COVIGRA, bioMérieux) depuis la stimulation sur sang total
au dosage de I'IFN-y sécrété. Il a été co-développé avec les équipes de bioMérieux pour le
mettre a disposition des équipes scientifiques sous format RUO (de |’anglais, Research use
only) puis CE-IVD, afin de mieux caractériser la réponse T chez les patients infectés et/ou
vaccinés par le SARS-CoV-2. Pour cela, I'optimisation du kit de stimulation a été réalisée en
sélectionnant 17 peptides ciblant les protéines spike (RBD), membrane et nucléocapside. La
vérification (sensibilité, spécificité, reproductibilité et précision) et la validation du test chez
des patients ou personnel soignant ont permis de remplir tous les critéres nécessaires au

marquage CE-IVD.

Une nouvelle fois, la rapidité et la simplicité de mise en place de cette méthode de mesure de
la fonction immunitaire sur sang total offre de nombreuses perspectives dans la gestion du
risque infectieux, et ce, de maniere personnalisée. Dans le contexte de la COVID-19, ces tests
permettraient d’apprécier la mémoire cellulaire spécifique contre le SARS-CoV-2 en

complément des tests sérologiques.

L'ensemble de ces investigations a fait I'objet de I'article « Specific detection of memory T-
cells in COVID-19 patients using standardized whole-blood Interferon gamma release assay

», publié en 2021 dans la revue scientifique « European Journal of Immunology ».
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Specific detection of
memory T-cells in
COVID-19 patients
using standardized
whole-blood
Interferon
gammarelease assay

As our understanding of the immune
response against SARS-CoV-2 improves, it
becomes clear that virus-specific T-cells
are key players in the control of infec-
tion and that suboptimal T-cells response
contribute to Covid-19 severity in many
individuals [1]. SARS-CoV-2 specific T-cell
responses often target epitopes conserved
in different virus clades, including vari-
ants of concern [2], and even in other
seasonal human coronaviruses (HCoV)
[3,4]. Thus, memory T-cells may be more
cross-protective than antibodies against
different coronavirus infections. In addi-
tion, specific SARS-CoV-2 T-cell responses
have been detected in convalescent donors
without antibody responses suggesting
that, at least in some individuals, the
measurement of T-cell responses, mainly
investigated using ELISpot assay and/or
intracellular cytokine staining (ICS) [3,4],
may complement serological measure-
ments to uncover and characterize past
infections. Thus, novel immunodiagnos-
tics, more suitable for clinical routine than

Correspondence: Sophie Trouiller-Assant
e-mail: Sophie.assant@chu-lyon.fr

DOI: 10.1002/€ji.202149296

the two methods mentioned above and
measuring cellular immune response to
SARS-CoV-2, are needed to assess individ-
ual immune status and evaluate emerg-
ing vaccines in a robust and standardized
manner. For this purpose, we designed
a semi-automated whole-blood Interferon
gamma release assay (WB IGRA) to
detect and quantify SARS-CoV-2-specific
T-cells immunity. WB assays are rapid and
simple assays that preserve all interac-
tions between circulating immune cells
reflecting the, in vivo, situation. IFN-
y secretion measurement following stim-
ulation with SARS-CoV-2 peptides was
used to reveal SARS-CoV-2 specific T-
cell response, notably in whole blood
and Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) assays as previously reported [5—
8]. We monitored T-cell immunity directed
against different SARS-CoV-2 proteins
including nucleocapsid (N), membrane
glycoprotein (M) and the spike receptor-
binding domain (RBD) in a cohort of 129
Covid-19 convalescent healthcare workers
(HCWs) infected 6 months before with
SARS-CoV-2. We correlated these mea-
surements with serological levels of anti-
bodies (Abs) against SARS-CoV-2. We also
assessed the specificity of the WB IGRA for
SARS-CoV-2 by performing measurements
in 25 SARS-CoV-2 seronegative healthy
volunteers (HVs) and in three HCWs with
previously documented infection by HCoV.

We constituted a cohort of HCWs pre-
viously infected by SARS-CoV-2 (n = 129)
or HCoV (n = 3) at 6-month post-symptom
period. Among patients, 20 of 129 (16%)
SARS-CoV-2 positive HCWs were male
(sex ratio, 0.18), the median age was
41 years (21-62 years); one of three (33%)
HKU-1 (n = 1)/NL-63 (n = 2) positive
HCWs were male (sex ratio, 0.5) with a
median age of 22 years (21-23 years).

© 2021 The Authors. European Journal of Immunology published by Wiley-VCH GmbH
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We also included HVs (n = 25) of which
13 of 25 (52%) were male (sex ratio,
1.08) with a median age of 42 years (19-
68 years). We first monitored SARS-CoV-
2 specific Abs using the Wantai total Ab
kit in the three different groups of par-
ticipants. These Abs were undetectable in
the sera from the three HCoV positive
HCWs and from the 25 HVs, confirming
the absence of previous SARS-CoV-2 infec-
tion. In contrast, they were detected in all
129 HCWs with documented SARS-CoV-
2 infection 6 months before. These sera
were further characterized, 82.9% (n =
107) had IgG against the SARS-CoV-2 RBD
domain (bioMérieux VIDAS®) [8-10] and
only 48.8% (n = 63) scored positive in a
virus neutralization test (VNT) (Table 1),
confirming previous findings regarding the
relative short half-life of neutralizing anti-
bodies (nAbs) in subjects with mild disease
[11,12].

We then monitored the T-cell response
against M, RBD, and N peptides using
the WB IGRA for the different groups. A
detectable IFN-y release was observed for
89.1%, 62.4%, and 97.9% of SARS-CoV-2
positive HCWs (detailed in Table 1) after
stimulation with M (Figure 1A), RBD
(Figure 1B), and N (Figure 1C) SARS-
CoV-2 peptides, respectively. These data
suggest that a detectable T-cell response
after SARS-CoV-2 peptide stimulation
can be observed at 6 months post symp-
toms, in accordance with recent results
[8], and extending previous findings by
Murugesan et al. [7] who used a similar
approach, with different peptides pools,
in recently-SARS-CoV-2-infected patients.
No or very low IFN-y release (<0.12
IU/mL) was detected for HVs and HCoV
upon stimulation with M (Figure 1A) or
RBD (Figure 1B). Interestingly, two of the
three HCoV positive HCWs (Mean 0.45
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Table 1. Association of SARS-CoV-2 humoral and cellular response

Eur. J. Immunol. 2021. 00: 1-4

Anti-SARS-CoV-2-RBD

IgG titer Virus neutralization test
Assay type ELFA /
Positive, n (%) 107 (82.9) 63 (48.8)
Negative, n (%) 22 (17.1) 66 (51.2)

Overall, Negative and Positive Percent Agreement with WB IGRA M; T-cell responders 115/129 (89.1%) (IFN-y titer: median 0.51

[0.24-1.49] IU/mL)
OPA [95%ClI]
PPA [95%ClI]
NPA [95%CI]

78.3 [70.4-84.5]
90.7 [83.7-94.8]
18.2 [7.3-38.5]

56.6 [48.0-64.8]
96.8 [89.1-99.1]
18.2 [10.7-29.1]

Overall, Negative and Positive Percent Agreement with WB IGRA RBD; T-cell responders 58/93 (62.4%) (IFN-y titer: median 0.12

[0.17-0.34] IU/mL)
OPA [95%CI]
PPA [95%ClI]
NPA [95%CI]

71.0 [61.1-79.2]
69.6 [58.8-78.7]
78.6 [52.4-92.4]

62.4 [52.2-71.5]
72.6 [59.1-82.9]
50.0 [35.5-64.5]

Overall, Negative and Positive Percent Agreement with WB IGRA N; T-cell responders 92/94 (97.9%) (IFN-y titer: median 1.20

[0.60-2.48] IU/mL)
OPA [95%CI]
PPA [95%ClI]
NPA [95%CI]

81.9 [72.9-88.4]
97.5 [91.2-99.3]
0 [0-20.4]

51.1 [41.1-60.9]
100 [92.3-100]
4.2 [1.2-14.0]

[0.10-0.79] IU/mL), as well as 44% (n =
11/25, Mean 0.20 [0.13-0.32] IU/mL)
of the HVs showed a low detectable
IFN-y response upon stimulation with
N (Figure 1C). These data suggest that
N peptides are able to elicit not only
SARS-CoV-2 specific T-cells but also
cross-reactive HCoV-specific T-cells, which
reinforces the existence of potential pre-
existing immunity in HVs, as previously
noted [4,13,14,15].

The overall percent agreement
between the T-cell responses against

N, M, or RBD WB IGRA and positive anti-
SARS-CoV-2-RBD IgG (bioMérieux IgG
assay) was of 81.9%, 78.3%, and 71.0%,
respectively. Among the 22 COVID-19
convalescent HCWs with undetectable
anti-SARS-CoV-2-RBD IgG, only 4 did not
have M-specific T-cells, which resulted
in a low negative percent agreement
(NPA) between cellular and humoral
responses (18.2%), interestingly this NPA
was null concerning N-specific T-cells i.e.
all patients with undetectable anti-SARS-
CoV-2-RBD IgG have detectable N-specific

T-cells (detailed in Table 1). Moreover,
among the convalescent HCWs who
lacked neutralizing Abs at 6 months post-
infection, 81.8% (n = 54/66) and 95.8%
(n = 46/48) had M- and N-specific T-cells,
respectively. These results highlight that
the T-cell response persists longer than
neutralizing antibodies, suggesting that
the measurement of T-cell responses
is important to define the history of
pastinfections.

Finally, we assessed the production
of IFN-y by CD4*% T-cells measured by

A M peptides stimulation B RBD peptides stimulation C N peptides stimulation D S, N and M peptides stimulation
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SARS-CoV-2  HCoV HV SARS-CoV-2  HCoV HV SARS-CoV-2  HCoV HV SARS-CoV-2 HV
(n=129) (n=3) (n=25) (n=93) (n=3) (n=25) (n=94) (n=3) (n=25) (n=60) (n=6)

Figure 1. IFN-y release after in vitro WB stimulation using SARS-CoV-2 peptide pools. IFN-y levels measurement in WB of samples from SARS-
CoV-2 convalescent HCWs (dot), three HCoV convalescent HCWs (square) and 25 controls (HV) (triangle). IFN-y secretion was measured on VIDAS
automated platform (VIDAS® IFNy RUO, bioMérieux) after a 22-h stimulation using (A) M peptides, (B) RBD peptides, and (C) N peptides. The median
and individual secretion levels are shown. (D) Percentage of IFN-y positive CD4" T-cells measured by intracellular cytokine staining (ICS) following
stimulation of PBMCs from a subset of patients (dot, n = 60) and new controls (HV) (triangle, n = 6) with a pool of peptides (PepTivator, Miltenyi
Biotec) derived from Spike, N, and M proteins as detailed in the methods. Statistical differences were inferred using non-parametric Kruskal-Wallis
test and Dunn’s multiple comparisons test (A-C) or Mann-Whitney test (D) (**p < 0.001).
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intracellular cytokine staining (ICS) fol-
lowing stimulation of PBMCs from a subset
of patients (n = 60), with a pool of pep-
tides (PepTivator, Miltenyi Biotec) derived
from Spike, N, and M proteins (Fig-
ure 1D). We observed a 5.3-fold increase
of CD4*IFNy" in SARS-CoV-2 convales-
cent HCWs compared to HV (p<0.001),
suggesting that IFN-y is mainly produced
by SARS-CoV-2 specific CD4* T-cells and
confirming the use of IFN-y release as a
relevant marker of T-cell immune response
as previously described [5-7].

However, we acknowledge that our
study has some limitations: (i) the WB
IGRA was not able to differentiate between
CD8* and CD4" T-cells responses, (ii) it
does not determine whether memory T-
cells are protective against SARS-CoV-2
re-infection, (iii) it was not evaluated in
vaccinated subjects, and (iv) it is neces-
sary to assess whole Spike protein epitopes
including other non-RBD spike epitopes
in order to improve detection of vaccine-
induced memory T-cells. Nevertheless, a
validated [semi-]automatized SARS-CoV-
2 WB IGRA would be of interest to assess
T-cell memory induced by natural infec-
tion or vaccination in the clinical routine.

Here, we present a WB IGRA that
is highly efficlent in detecting SARS-
CoV-2 specific T-cell responses, confirm-
ing the reliability of such tests [5-7].
Our results highlight that peptides derived
from distinct viral proteins show a differ-
ent capacity to trigger a T-cell response
in patients having recovered from SARS-
CoV-2 infection. Stimulation with RBD-
peptides was less efficient in inducing
IFN-y secretion than stimulation with M
and N peptides in convalescent patients,
however this assay could be helpful to
assess T-cell memory after SARS-CoV-
2 vaccination targeting the Spike RBD
domain. Indeed, the induction of protec-
tive immune responses composed of Spike-
or RBD-directed nAbs associated with Th1-
type cellular responses, is recommended
by WHO. N- and M-peptides both induced
the production of high levels of IFN-y,
the stimulation by N could even induce
low levels of IFN-y secretion by HCoV-
convalescent HCWs and HVs T-cells indi-
cating that the pool of N-peptides contains

some cross reactive epitopes able to stim-
ulate HCoV induced T-cells. Hence, stimu-
lation with M appears to be more specific
and could be used to measure T-cell mem-
ory after SARS-CoV-2 natural infection.
Alternatively, N peptides located in regions
that are conserved between HCoV and
SARS-CoV-2 could be removed from the
N pool of peptides [3,4] or a higher pos-
itivity threshold, more suitable than detec-
tion threshold defined by method protocol,
could be set using the pool described in
this study.

In summary, WB IGRA could thus be
proposed as a suitable and rapid option for
assessing the presence of a long-term spe-
cific T-cell response against SARS-CoV-2.
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Supporting informations

Material and Methods

Study design

A prospective cohort study was conducted at the Hospices Civils de Lyon, France in HCWs with
symptoms suggestive of SARS-CoV-2 infection. The clinical study was registered on ClinicalTrial.gov
(NCT04341142) (1). Written informed consent was obtained from participants and the study was
approved by the national review board for biomedical research (Comité de Protection des Personnes
Sud Méditerranée, ID-RCB-2020-A00932-37). Nasopharyngeal swabs collected at inclusion were tested
with the BIOFIRE® Respiratory Panel (bioMérieux): 129 HCWs were SARS-CoV-2 positive and 3
HCWs were HKU-1 or NL-63 positive (detailed in (2,3)). At 6 months post-infection, blood sampling
was performed for each patient. According to French procedures, a written non-opposition to the use
of donated blood for research purposes was obtained from HVs. The donors’ personal data were
anonymized before transfer to our research laboratory. We obtained approval from the local ethical
committee and the French ministry of research (DC-2008-64) for handling and conservation of these

samples.

Serological investigations

The presence of anti-SARS-CoV-2 Ab was evaluated on serum samples using the Wantai Ab assay that
measures total Abs against the RBD of the S protein and the bioMérieux Vidas® assay that measures
IgG to the RBD. Positivity was established according to the threshold value recommended by each
manufacturer. The NAb titres were determined by a virus neutralization test (VNT) using live SARS-

CoV-2 virus as previously described (2).

WB IGRA after stimulation against SARS-CoV-2 peptides




Fresh blood collected in heparinized tubes was stimulated for 22 hours at 37°C under 5% of CO; with
SARS-CoV-2 peptide pools (derived from prototype Wuhan strain, NC_045512.2) targeting RBD (46
peptides, [C]= 8 ug/mL), M (53 peptides, [C]= 15 pg/mL) or N (102 peptides, [C]= 20 pg/mL)
(bioMérieux, France) diluted in IGRA solution (bioMérieux, France). The peptides (15-mer)
encompassed the whole protein sequence and overlapped by 5-residues. The IGRA solution was used
as a negative control and a mitogen as a positive control. The concentration of IFNy in the supernatant
was measured using the VIDAS automated platform (VIDAS® IFNy RUO, bioMérieux). The measuring
range was 0.08 to 8 IU/mL and WB IGRA positivity thresholds were defined at 0.08 IU/mL. The IFNy
response was defined as detectable when the IFNy concentration of the test was above threshold, and
the negative control was below threshold or when the IFNy concentration of the test minus IFNy

concentration of the negative control was above threshold. All positive controls were >8 IU/mL.

Stimulation with SARS-CoV-2 overlapping peptide pools and intracytoplasmic staining

Briefly, overnight-rested PBMCs were stimulated with SARS-CoV-2 overlapping peptides pools against
SARS-CoV-2 M, N and Spike proteins (PepTivator, Miltenyi Biotec) at a final concentration of 1 pug/ml
for 1 h in the presence of 1 pg/ml monoclonal antibodies CD28 and CD49d, and then for an additional
5 h with GolgiPlug and GolgiStop (BD Biosciences). Dead cells were labelled using Fixable Viability
eFluor 780 dye (ThermoFischer Scientific). Surface markers, including BV786-conjugated anti-CD3 (BD
Biosciences), BUV486- conjugated anti-CD4 (BD Biosciences), PE-Cy7-conjugated anti-CD8, APC-Cy7-
conjugated anti-CD14, APC-Cy7-conjugated anti-CD16 and APC-Cy7- conjugated anti-CD19 (all
BioLegend) were stained. Cells were then washed, fixed with Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) and
stained with PE-conjugated anti-IFNy (BioLegend). Negative controls without peptide stimulation were
run for each sample. All samples were acquired on a BD LSRFortessa (BD Biosciences) flow cytometer

and analyzed using FlowJo version 10 software.

Statistical analysis




For WB IGRA responses, comparisons were performed using non-parametric Kruskal-Wallis test and
Dunn's multiple comparison test or Mann-Whitney test ; the overall, positive and negative percent
agreements were determined between WB IGRA response and serological assays or VNT as previously
described (4). Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism® software (GraphPad

software, La Jolla, USA) and R software. A p-value < 0.05 was considered as statistically significant.

1. Trouillet-Assant S. et al., BMJ Open. 2020: 10(11):e041268.
2. BalA. etal., Clin Microbiol Infect. 2021: 27(6):933-935.

3. Bal A. etal., Infectious Diseases (except HIV/AIDS). 2020:
http://medrxiv.org/lookup/doi/10.1101/2020.11.04.20225862

4. Obermeier P. et al., EBioMedicine. 2016: 4:191-6.
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DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION

Nos travaux de recherche ont visé a évaluer l'intérét de I'étude des altérations de la
fonction immunitaire dans le contexte de I'immunodépression. Au terme de notre revue
bibliographique, nous décrivons les principales causes d'immunodépression avec un focus
spécifique sur un contexte d’immunodépression programmé. Nous mettons ensuite en
lumiere les différentes méthodes et outils traditionnellement employés afin d’évaluer les
capacités immunitaires d’un individu. Enfin, nous décrivons également les principales limites
qui leurs sont associées et I'intérét d’aborder I’évaluation des compétences immunitaires par

I'utilisation des tests immunitaires fonctionnels.

Les tests immunitaires fonctionnels ont déja prouvé leur intérét dans certains contextes
cliniques tels que le diagnostic des maladies infectieuses et semblent étre utiles pour adapter
et améliorer les soins aux patients. Néanmoins, au terme de notre revue bibliographique nous
pointons certaines limites d’utilisation de ces méthodes et soulignons le besoin d’outils

rapides, simples et reproductibles pour faciliter leur implantation en clinique.

Ainsi, les premiers travaux de ma these ont consisté a évaluer la reproductibilité et la
robustesse d’un test immunitaire standardisé, avant d’étudier les altérations immunitaires de
patients immunodéprimées dans le domaine de |'allogreffe de CSH. Les objectifs de mes
recherches dans ce contexte étaient i) d’évaluer si I'analyse de la fonction immunitaire
permettait de mieux cartographier la reconstitution immunitaire fonctionnelle post greffe en
comparaison aux marqueurs quantitatifs et phénotypiques traditionnels et ii) d’évaluer la
réponse mémoire a médiation cellulaire afin d’aider a I'adaptation des prophylaxies. J'ai
également adapté le principe des tests immunitaires fonctionnels au contexte spécifique de

la COVID-19 pour analyser la mémoire cellulaire post infection.
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A. Tests immunitaires fonctionnels : Optimisation et standardisation

a. L’échantillon biologique

Dans un premier temps, nous avons évalué la reproductibilité et la robustesse de la
méthode Truculture® sur I'ensemble du processus, de la stimulation a I'expression des 44
transcripts composant la signature décrite par le consortium Milieu intérieur. Les résultats
obtenus mettent en évidence une tres grande reproductibilité de la méthode, pourtant
évaluée sur deux cohortes completement indépendantes. Ce test fonctionnel sur sang total
permet ainsi de restreindre la variabilité technique en facilitant le protocole de réalisation et

d'étudier la réponse immunitaire dans un environnement plus contrélé.

Cette conclusion est également soutenue par I'étude de Deenadayalan et al. rapportant la
reproductibilité des tests sur sang total par comparaison aux méthodes sur PBMC, pour
I’évaluation de la fonction des lymphocytes T objectivée par la prolifération et la sécrétion
d'IFN-y post stimulation avec deux antigénes de M. tuberculosis (287). Morris et al. décrivent
aussi la fiabilité du sang total pour la réalisation de dosages de cytokines intracellulaires post
stimulation par rapport a I'utilisation de PBMC. Les pourcentages de concordance globale
entre technique sur PBMC et sur sang total étaient d’au moins 79.5% dans deux études

cliniques évaluant la réponse vaccinale (234).

Le choix de I’échantillon biologique semble donc essentiel pour la robustesse des tests de
fonctions immunitaires. Notre second axe de recherche a donc été de faciliter les techniques
mesurant la réponse mémoire cellulaire antivirale en trouvant des alternatives aux analyses
classiques sur PBMC. Nous nous sommes intéressés a la réponse spécifique anti-VZV et anti-

SARS-CoV-2.

La mesure de la mémoire cellulaire spécifique d’'un pathogene, bien que capitale pour la
gestion des prophylaxies, est peu étudiée, ceci étant principalement liée a la difficulté de mise
en place de ces tests. Nous avons alors développé et évalué un test immunitaire fonctionnel
sur sang total basé sur I'expression du géne de I'lIFN-y post stimulation avec des protéines du
VZV. Puis, nous avons comparé les résultats générés aux méthodes classiques de prolifération

et de sécrétion d'IFN-y post stimulation sur PBMC.
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Nos résultats démontrent que la mesure de I'expression du géne IFNG par qPCR est efficace
pour identifier les patients receveurs d’une allogreffe de CSH ayant développé une réponse
cellulaire spécifique au VZV depuis leur transplantation. De plus, ce test ne nécessite que 24h
de stimulation sur un faible volume de sang total par rapport aux 7 jours requis pour la

réalisation des tests fonctionnels standard sur PBMC.

Dans le contexte du SARS-CoV-2, de nombreuses études rapportent que |’évaluation de la
mémoire cellulaire est nécessaire et complémentaire a celle de la mémoire humorale.
Néanmoins, elle est une nouvelle fois principalement évaluée sur PBMC a l'aide de tests peu
adaptés a la routine clinique tels que I'ELISpot (288) et/ou le dosage de cytokines
intracellulaires (ICS) (289). Le développement d’un test immunodiagnostic robuste et
standardisé semblait donc nécessaire. Nous avons donc mis au point et évalué un test IGRA
sur sang total permettant de mesurer la réponse des lymphocytes T dirigée contre différentes
protéines du SARS-CoV-2. Les résultats obtenus au sein d’une cohorte de 129 professionnels
de santé ayant été infectés par le SARS-CoV-2 démontrent que, selon le peptide utilisé, 62.4%

a 97.9% des individus présentent une réponse cellulaire post stimulation.

Concomitamment, d’autres études ont décrit de bonnes sensibilités et spécificités des tests
cellulaires réalisés a partir de sang total mesurant I'lFN-y post stimulation chez des individus
convalescents (21,290,291). Néanmoins, ces différentes études et la notre mettent en

évidence des proportions de réponses différentes en fonction des peptides utilisés.

Ainsi, Aiello et al. décrivent une plus forte sécrétion d’IFN-y pour les peptides de la protéine
Spike (0,51 Ul/mL) et du mélange de peptides (protéine Spike, nucléocapside et membrane
combinés) (1,18 Ul/mL) par rapport aux peptides de la nucléocapside et de la membrane (0,22

ul/mL) (21).

Ainsi, en plus d’utiliser un échantillon biologique robuste, le choix du stimulant apparait

comme primordial dans la réalisation des tests immunitaires fonctionnels.
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b. Le stimulant

En effet, tel que décrit pour le SARS-CoV-2, la proportion de répondeur et I'amplitude de la
réponse cellulaire peuvent étre différentes selon la région protéique ciblée par les stimulants
peptidiques. Parallelement, la taille de ces peptides peut également influencer Ia
reconnaissance par le CMH de classe | ou Il des cellules et en conséquence déterminer la
réponse induite des lymphocytes T CD4* ou CD8*. O’Brien et.al. décrivent que l'allongement
d'un peptide est susceptible d'entrainer une plus grande affinité pour les molécules du CMH
de classe Il avec une longueur optimale d'environ 18 a 20 acides aminés (292). Ekeruche-
Makinde et al. décrivent une longueur idéale de peptides de 8 a 14 acides aminés pour les
molécules du CMH de classe | (293). Au final, la diversité et la longueur des peptides utilisés
vont déterminer leur liaison aux CMH et la stimulation plus ou moins forte des populations
CD4* et/ou CD8* du sujet. La sensibilité de la réponse a la stimulation sera donc variable entre
deux individus donnés malgré ['utilisation de stimulants synthétiques hautement

reproductibles.

Malgré ces particularités a prendre en considération, les composants synthétiques

demeureraient I'une des meilleures options afin de limiter la variabilité technique.

A titre d’exemple, bien qu’il soit 'un des stimulants de référence pour |’évaluation de
I'immunocompétence de cellules immunitaires, le LPS a de nombreux inconvénients. En effet,
la source de LPS (294,295), la préparation (296) et la purification de ce composant jouent un
role important dans I'affinité pour le récepteur et dans la réponse immunitaire qui en découle.
On note une importante variabilité en terme de structure des molécules LPS en fonction des
souches de bactéries Gram négatifs, notamment au niveau du lipide A qui est un composant

essentiel a la reconnaissance du récepteur de I'h6te (Figure 36).

Figure 36. Les différentes structures du lipide A du LPS en fonction de la souche bactérienne
— D’apres (297)
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Une option fiable résiderait a utiliser des molécules synthétiques telles que le
Monophosphoryl lipid A (MPLA), un agoniste synthétique de TLR-4 et activateur moins
puissant de la réponse pro-inflammatoire. Une récente étude a démontré que ce composé
synthétique est capable d’activer des voies semblables a celle du LPS, de révéler I'anergie
monocytaire, et de stratifier les patients en choc septique en fonction de leurs altérations
immunitaires (298). La production de stimulants synthétiques est donc a privilégier pour
augmenter la robustesse des tests immunitaires fonctionnels. C'est notamment 'une des

principales limites de notre étude sur I’évaluation de la mémoire cellulaire spécifique du VZV.

En effet, nous avons utilisé une préparation d'antigénes irradiés aux rayons gamma issus de
surnageant de culture d'une lignée cellulaire infectée par le VZV. La pureté de ce stimulant,
contenant une concentration élevée de virus, de composants viraux et de matériel cellulaire
en suspension peut étre remis en question au méme titre que la répétabilité entre les lots

produits.

De plus, Jing et.al. décrivent la présence d’une réactivité croisée des lymphocytes T entre les
antigenes de VZV et HSV, autre Herpesvirus a large prévalence (67% de la population mondiale

en 2015) (299).
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Cette réactivité croisée, expliquée par un important nombre de génes homologues, peut ainsi
compromettre la spécificité et I'interprétation de la réponse cellulaire anti-VZV mesurée post

stimulation.

Bien que le test fonctionnel développé sur sang total pendant mes travaux de these présente
des axes d’amélioration a travailler, il représente une bonne méthode de substitution pour
évaluer la réponse cellulaire spécifique plus adaptée a la pratique clinique, par rapport aux

tests réalisés sur PBMC.

Compte tenu de la faible utilisation des tests immunitaires fonctionnels dans les
laboratoires d’analyse biologique, nous avons en paralléle évalué I'intérét d’un marqueur
indirect original pouvant refléter I’état de la fonctionnalité immunitaire. Nous nous sommes
ainsi intéressés a la famille des Anelloviridae et aux récents travaux qui suggerent que sa
détection et, in fine sa charge virale, pourrait étre informative dans différentes conditions

(pathologiques ou non) de I’état immunitaire d’un patient.

Afin de ne pas interférer avec la fluidité de la lecture, I'article a été placé en annexe 1.
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B. L’étude de I'immunité fonctionnelle représente-t-elle une plus-value par rapport aux

tests d'immunomonitoring classiques ?

Nous avons souhaité évaluer dans différentes populations, l'intérét de mesurer la

fonctionnalité immunitaire en complément des marqueurs traditionnellement utilisés.

Pour poser cette question, nous avons constitué une cohorte de 60 patients receveurs d’'une
allogreffe de CSH inclus prospectivement a la période charniere de 6 mois post greffe dans
I’étude clinique “VaccHemInf” (NCT03659773), ainsi que de 10 volontaires sains (EFS). Le sang
total de chaque sujet a été simulé par du LPS et du SEB a I'aide de tubes Truculture®. Le panel
de génes étudiés pour décrire les altérations immunitaires était composé de la signature de
44 génes définissant une "réponse immunitaire saine", telle que définie par le consortium
Milieu intérieur , et de 100 génes liés essentiellement a la réponse immunitaire cellulaire B/T.
Les associations entre des profils immunitaires spécifiques et des caractéristiques cliniques,

biologiques ou infectieuses ont été recherchées.

Les tests fonctionnels ont permis de démontrer la capacité des receveurs d’une allogreffe de
CSH a activer les mémes réseaux immunitaires que ceux activés par les volontaires sains post
stimulation. Néanmoins, indépendamment du stimulant utilisé, les receveurs d'allogreffe de
CSH présentaient un nombre de génes différentiellement exprimés inférieur a celui des
controles. Les genes plus faiblement exprimés étaient principalement impliqués dans les
processus immunorégulateurs et inflammatoires tels que I'lL2, I'IFNG, MCP1 ou encore les

génes liésa l'lL1 et I'IL10.

L'évaluation des profils transcriptomiques individuels a révélé que la réponse immunitaire des
receveurs d'allogreffe de CSH est tres hétérogene. Certains patients présentent un profil
transcriptomique similaire a celui des contréles, ce qui suggere un processus de reconstitution
immunitaire plus avancé par rapport aux autres. Les différentes tentatives de clustering non
supervisé n‘ont pas permis de mettre en évidence une association entre un profil
transcriptomique spécifique et des caractéristiques cliniques particulieres. Ces absences de
corrélation entre la fonction immunitaire et certaines caractéristiques cliniques et
hématologiques, témoignent de la tres grande diversité afférente au contexte de I'allogreffe

de CSH.
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Toutefois nos différentes analyses en composantes principales nous ont permis d’identifier
gue les patients présentant les réponses transcriptomiques post stimulation les plus distinctes
de celle des volontaires sains, étaient majoritairement traités par immunosuppresseurs. La
sous-expression de génes clés de la réponse immunitaire tels que I'lFN-y, I'IL6 ou I'IL10, se
traduisant par une moindre sécrétion des protéines codées par ces genes caractérisait ces
sujets. D’'une maniere intéressante aucune différence n’était observée entre les patients
traités ou non parimmunosuppresseurs a I'aide de I'immunophénotypage large réalisé tel que
le nombre de LTCD4* et le rapport CD4*/CD8*, qui sont classiquement effectuées pendant la

période post-transplantation.

Ceci suggére que la numération cellulaire des sous populations immunitaires n'est pas
suffisante pour évaluer l'immunocompétence des receveurs d'allogreffe. Ces premieres
analyses représentent un état des lieux de la fonction immunitaire a 6 mois d’une allogreffe
de CSH. Malgré la diversité caractéristique de cette population, nos résultats confirment la
valeur ajoutée de I'étude de I'immunité fonctionnelle pour fournir des informations

supplémentaires sur I'immunocompétence.

A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude a rapporter un profil transcriptomique de
la fonction immunitaire non associé a une quantité de cellules chez les receveurs d’allogreffe
de CSH. Dans deux autres populations, Tang et al. décrivent a partir d’une cohorte de 261
individus sains que le nombre de lymphocytes T CD4* et CD8" était négativement corrélé a
leur fonction, mesurée par la sécrétion d’IFN-y post stimulation par méthode de coloration
intracellulaire (ICS) (r=-0.473 et -0.431 respectivement) (300). Kowalski et al. révelent dans
une étude multicentrique comprenant 155 adultes sains et 127 receveurs d’une greffe
d'organes, qu’aucune corrélation n'a été trouvée (r2 < 0.1) entre le nombre de lymphocytes T
CDA4* et leur fonction analysée par le test ImmuKnow (301). Ceci suggere une nouvelle fois que
la numération cellulaire des sous-populations immunitaires n'est pas suffisante pour

évaluer I'immunocompétence.

En s’intéressant a la mémoire cellulaire spécifique du VZV au sein de notre cohorte, nous
observons également que 69 % des patients qui ne présentaient pas de réponse cellulaire
possédaient des IgG anti-VZV positive. De plus, nous avons décrit une absence de corrélation
entre sécrétion d’IFN-y post stimulation avec le VZV et titre d’lgG anti-VZV (r:0.23, p-

value :0.08). Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus par Cassaniti et al. et Rondaan
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et al. ou aucune corrélation n'a été observée entre le titre d’lgG anti-VZV spécifique et les
réponses fonctionnelles des lymphocytes T post stimulation avec des peptides de VZV dans un

contexte clinique de transplantation d’organe solide (302,303).

Ces observations révelent que la mesure des réponses cellulaires post stimulation semble
plus pertinente que la mesure des titres d’anticorps spécifiques anti-VZV pour la gestion des
prophylaxies antivirales, notamment au sein des populations immunodéprimées recevant

régulierement des injections d’immunoglobulines intraveineuses.

De plus, dans notre étude sur le SARS-CoV-2 chez des sujets convalescents, |'association entre
la réponse cellulaire fonctionnelle et la réponse humorale anti-SARS-CoV-2 a révélé que, selon
le peptide utilisé pour la stimulation, entre 21% et 100% des patients ne présentant pas d’IgG
anti-RBD étaient capable d’avoir une réponse cellulaire aprés stimulation. Ces résultats
révelent qu’en absence d’'une mémoire humorale, une mémoire cellulaire spécifique d’un
pathogéne peut étre présente, suggérant que la mémoire provenant de ces deux

compartiments n’est pas obligatoirement corrélée.

Cassaniti et al. décrivent dans une cohorte d’individus convalescents, une faible corrélation
entre réponse cellulaire et titre d’anticorps neutralisant (r? de 0.11 a 0.29, p.value de 0.03 a
0.495). llIs rapportent qu’une réponse des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 était
observée chez 88,9 % des patients ayant été infectés par le SARS-CoV-2 ne présentant pas

d'anticorps anti-N (304).

Néanmoins, dans la majorité des études, la réponse T spécifique est évaluée par des tests type
IGRA, permettant de mesurer post-stimulation I'I[FN-y sécrété par les cellules immunitaires
présentes dans un échantillon composé de PBMC ou de sang total. Nonobstant, les NK, qui
représente 5 a 15 % des cellules mononucléées du sang périphérique peuvent sécréter cette
protéine (305). De plus, considérer uniquement les lymphocytes T sécréteurs d’IFN-y comme
I’étendard de la fonction cellulaire induit indirectement a négliger les lymphocytes T
polyfonctionnels. Nakiboneka et.al. ont évalué I'étendue des fonctions des lymphocytes T non
révélées par la mesure unique de la sécrétion d'IFN-y. lls rapportent la présence de
lymphocytes TCD4* et CD8* fonctionnels sécrétant de I'IL2, de la perforine et du TNF-a sans

détecter de I'lFN-y.
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Dans I'ensemble, nos résultats obtenus a travers nos deux contextes de travail confirment que
I’étude de la réponse cellulaire permet de fournir des informations complémentaires a la
mesure de la réponse humorale. De plus, elle représente une valeur ajoutée pour I’évaluation

de I'immunocompétence globale communément caractérisée par des numérations cellulaires.

C. Peut-on améliorer la gestion du risque infectieux en évaluant I'immunité fonctionnelle ?

Comment I'étude de I'immunité fonctionnelle pourrait-elle améliorer la prise en charge des

patients, notamment dans la gestion du risque infectieux ?

Dans le cadre de I'allogreffe de CSH, en attendant le rétablissement de I'immunité cellulaire
spécifique, 'utilisation d’une prophylaxie par valaciclovir permet de contréler le risque de
réactivation virale a VZV. Néanmoins, les recommandations actuelles ne donnent pas
d’indication sur le moment optimal d’arrét de la prophylaxie (306), souvent influencé par
I'absence de lymphopénie T CD4*. L’évaluation rapide de la mémoire cellulaire VZV-
spécifique obtenue dans nos travaux pourrait orienter les décisions sur le maintien ou non de
cette prophylaxie antivirale afin i) de limiter le risque de réactivation virale tardive pour les
patients non répondeurs et ii) d’éviter une surutilisation du valaciclovir qui pourrait favoriser
la sélection d'Herpesvirus, notamment HSV résistant a I’aciclovir (307,308).

Afin de valider cette hypothése, une étude interventionnelle permettrait d’évaluer I'apport
de la mesure de la réponse cellulaire fonctionnelle anti-VZV dans la prise de décision de

I'arrét de la prophylaxie.

Toujours dans le contexte des réactivations virales aux Herpesvirus, nos travaux ainsi que ceux
rapportés par Paouri et al. mettent en évidence un lien entre un défaut de la fonction
immunitaire et la présence de réactivations virales a CMV chez des receveurs d’allogreffe de
CSH (309), soulignant I'importance d’évaluer la fonction immunitaire cellulaire dans cette

population spécifique.

Dans les perspectives de ce travail, les patients inclus dans cette étude a 6 mois post allogreffe
de CSH seront également revus a 12 mois apres transplantation. Ainsi, nous pourrons évaluer
I’association entre I'état de la fonction immunitaire mesurée a 6 mois et la survenue

d’évenements intercurrents tels que la rechute de la maladie ou la présence d’épisodes
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infectieux. Il est a noter que I'évaluation de la fonction immunitaire a 6 mois post allogreffe
de CSH était concomitante a l'initiation du calendrier vaccinal chez ces sujets, ainsi I'étude de
I'immunité a 12 mois post transplantation nous permettra de savoir si la qualité de la réponse

vaccinale est associée a la fonction immunitaire évaluée au moment de la vaccination.

Enfin, dans divers contextes, la recherche de corrélat de protection est essentielle pour
optimiser les stratégies prophylactiques visant a réduire le risque infectieux. L’ immunité
cellulaire est rarement prise en compte pour établir ces corrélats de protection, ceci étant
probablement lié a la faible utilisation de tests immunitaires fonctionnels standardisés
capables de révéler cette immunité cellulaire spécifique. Dans le contexte du SARS-CoV-2
I’émergence des nouveaux variants a remis en cause les corrélations de protection basées sur

les titres d’anticorps.

En effet, il a été récemment démontré que le variant Omicron est responsable d'un important
échappement immunitaire humorale, entrainant des conséquences pratiques considérables
en termes de protection conférée par les vaccins de premiere génération, les infections
naturelles précédentes ou les anticorps monoclonaux thérapeutiques. A linverse, la
stimulation de lymphocytes T par des peptides dérivés de la protéine spike du variant Omicron
induit une réponse chez respectivement 91% et 70% des sujets vaccinés ou convalescents
(310). Ces chiffres témoignent d’'une bonne activation de la mémoire cellulaire face au

variant Omicron.

L'immunité cellulaire semble moins sensible a I'échappement immunitaire causée par
I’émergence des variants. De plus, la faible corrélation entre réponse mémoires humorales et
cellulaires incite a tenir compte également de la fonctionnalité des lymphocytes T afin de
définir des nouveaux corrélats de protection. L'utilisation massive de tests standardisés type
IGRA peuvent étre une premiére approche facilement applicable pour répondre a ce besoin,
particulierement urgent chez les sujets souffrant de déficits immunitaires primitifs ou

secondaires.

Dans I'ensemble, I'intégralité de nos résultats ont démontré la possibilité de réaliser des tests
immunitaires fonctionnels avec un haut de niveau de standardisation, ce qui représentait

jusqu’ici une des principales limites a leur utilisation.
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Nous avons également pu prouver que I'étude de I'immunité fonctionnelle apportait des
informations complémentaires et supplémentaires aux tests dimmunomonitoring
classiquement réalisés. L'ensemble de ces résultats ouvrent de réelles perspectives pour
I’'amélioration de la gestion du risque infectieux chez des individus présentant des altérations

immunitaires.
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ANNEXE 1

Torque teno virus viral load as a marker of immune function in allogeneic haematopoietic

stem cell transplantation recipients

Les Anelloviridae constituent une famille de virus de découverte récente, mais
paradoxalement négligé par la communauté scientifique car considéré comme des virus
«orphelins» sans pathologie associée. Ce sont des virus a ADN de structure complexe et

possédant de nombreux variants ou génotypes connus.

Le Torque Teno Virus (ou TTV), premier membre de la famille des Anelloviridae a avoir été
découvert, a été isolé en 1997 au Japon chez un homme transfusé de 58 ans (311). Depuis,
bien que la plupart des études se sont intéressées au genre TTV, la famille des Anelloviridae
est aujourd’hui composée de 9 genres incluant des virus humains et animaux (312). On estime
qgue plus de 50 % de la population générale était infectée par le TTV au début des années 2000,
passanta 65% en 2020 (313,314). Concernant la détection du TTV chez les receveurs d’organes,
sa prévalence dans le plasma est de 70 % en transplantation cardiaque et pulmonaire (315),
84 % en transplantation pulmonaire (316) et 74 % chez les receveurs de foie (317). En paralléle,
les analyses du virome humain sanguin par séquencage haut débit révelent également que les

Anelloviridae et le TTV en particulier en sont des constituants majeurs, de I'ordre de 70% (315).

Les liens entre le virome ; en particulier les Anelloviridae; et le systéme immunitaire ont été
largement étudiés ces derniéres années (318-320). L’étude longitudinale de De Vlaminck et.al.
rapporte notamment que la composition du virome est profondément affectée par les
immunosuppresseurs et peut étre corrélée au risque de rejet de greffe ou de survenue
d’infections chez des receveurs d’organes solides (319). Ces premieres données ont incité des
chercheurs a utiliser la charge virale de TTV comme marqueur de substitution de I'immunité
fonctionnelle (321-323) et a proposer des seuils de charges virales élevées pour prédire la
survenue d’épisodes infectieux ou de mauvais pronostic chez des sujets receveurs de greffe
d’organe ou de cellules souches hématopoiétiques allant de 3 a plus de 9 log cp/mL en

fonction des contextes cliniques (324-328).

245
Ne pas copier — Propriété de BioMérieux



Au cours de nos travaux, nous avons ainsi tenté d’évaluer si la mesure de la charge virale
circulante du TTV pourrait étre un biomarqueur pertinent pour refléter la fonction des
lymphocytes T dans la cohorte de sujets receveurs d’une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques citées précédemment. Pour investiguer cette question, nous avons étudié
prospectivement la corrélation entre la charge virale TTV mesurée dans le plasma, le nombre
de lymphocytes et la fonctionnalité lymphocytaire T estimée par leur capacité proliférative
apres stimulation par un mitogene. Plus élevées par rapport aux charges virales quantifiées
dans le sang de donneurs sains, les charges virales TTV retrouvées chez les receveurs de greffe
de CSH s’est avérée étre davantage corrélée a la fonctionnalité des lymphocytes T qu’aux
différents comptes lymphocytaires. La corrélation inverse obtenue entre charge virale TTV et
prolifération post stimulation suggére que plus la fonction immunitaire des lymphocytes T

diminue, plus la charge virale TTV augmente, et ce, indépendamment du nombre de cellule.

Malgré les limites de notre étude et les données encore trés débattue dans la littérature
notamment concernant les seuils de charges virales (329-332), notre étude reste a ce jour la
premiére a évaluer le lien entre la charge virale TTV et un marqueur direct de la fonction
immunitaire, encore une fois non reflétée par le nombre de lymphocytes circulants. La
mesure de la charge virale présente I'avantage d’étre rapide, standardisée et facile a réaliser ;
I’évaluation de la dynamique de la charge virale TTV pourrait étre un outil intéressant pour

I’évaluation de la fonction immunitaire chez des sujets immunodéprimés.

L'ensemble de ces résultats a fait I'objet de |'article « Torque teno virus viral load as a marker
of immune function in allogeneic haematopoietic stem cell transplantation recipients"”,

publié en 2020 dans la revue scientifique « Viruses ».
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Abstract: Torque teno virus (TTV) has been proposed as a surrogate biomarker of T-cell function in
allogeneic-haematopoietic-stem-cell transplantation (allo-HSCT). Conflicting data exists regarding
the value of TTV to assess the degree of immunosuppression. The aim of the present study was to
investigate the correlation between TTV viral load and immune function. Using samples from a
prospective cohort composed of healthy-volunteers (HV) and allo-HSCT recipients at 6 months
post-transplantation, we assessed the correlation between TTV viraemia and immune cell counts or
T-cell proliferation capacity post-phytohaemagglutinin stimulation. TTV viraemia was detected in
68% of HV (n=80) and 100% of allo-HSCT recipients (n=41; p<0.001); it was significantly higher in
allo-HSCT recipients (3.9 vs. 2.1 Log copies/mL, p<0.001). There was no correlation between T-cell
function and CD3*T-cell count (rho:0.002) suggesting that T-cell count can normalise without full-
functional recovery. Furthermore, no significant correlation was observed between TTV viraemia
and absolute total/subset lymphocyte counts (rho:<0.13). The highest correlation was observed
between TTV viral load and T-cell proliferation capacity (rho:-0.39). We therefore report an inverse
correlation between T-cell function and TTV viraemia that is independent of T-cell count.
Monitoring of TTV viraemia could be a fast suitable option to objectively assess the competence of
immune function in at-risk populations.

Viruses 2020, 12, x; doi: FOR PEER REVIEW www.mdpi.com/journal/viruses
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Keywords: Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT); Torque teno virus
(TTV); Immune functional assay; Immunocompetence; Biomarker

1. Introduction

Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a cellular therapy used for
the cure of malignant and non-malignant haematological disorders. From the immunological point
of view, allo-HSCT recipients represent a highly specific population experiencing a phase of
profound immunosuppression followed by gradual immune recovery [1-3]. Both the speed and
quality of immune reconstitution are variable; these depend on haematological and transplant
characteristics, as well as post-transplant complications such as graft-versus-host-disease (GvHD).
This is also of importance as prolonged immunosuppression exposes allo-HSCT recipients to
transplant rejection, relapse of the underlying disease and infectious complications [4].

During the immune reconstitution period, tools to effectively measure the individual degree of
immunosuppression are needed. Absolute lymphocyte counts, such as counts of T-cell subtype
populations, are currently used as biomarkers of immune reconstitution, although this is not
informative on their function [5-7]. A simple blood biomarker mirroring T-cell function would be
useful, and measuring the blood viral load of torque teno virus (TTV) may be of interest in this
context. TTV is a ubiquitous, non-enveloped DNA virus from the Anelloviridae family with no known
pathogenicity and constitutes the main component of the human blood virome [8]. Previous studies
in the transplant setting have suggested that TTV viral load and/or the composition of the
Anelloviridae virome could be surrogate markers of immune competence and could be useful to
monitor patients’” immunity and to guide pharmacological interventions [9-14]. However, none of
these analysed the correlation between TTV viral load and a direct markers of immune function; only
indirect markers of immunocompetence have been previously used, such as clinical adverse
outcomes (type of disease, graft rejection, infections, or GvHD) or immune cell counts for which
conflicting data exists, especially in the allo-HSCT context [9,15]. In addition to being based only on
an indirect correlation, the link between TTV and immune function warrants furhter investigation.
We therefore studied prospectively the correlation between TTV viraemia, immune cell counts and
lymphocyte competency estimated by their proliferating capacity in allo-HSCT recipients at 6 months
post-transplant.

2. Materials and Methods

2.1. Study population

Were included, adult (= 18 years) allo-HSCT recipients transplanted at the haematology
department of the Lyon university hospital (France) and enrolled in the prospective, single-centre
cohort study “VaccHemInf” between May 2018 and April 2020. The VaccHemlInf cohort study has
been previously described and aims at studying vaccine immunogenicity and immune reconstitution
after allo-HSCT [16]. The cohort has been approved by a regional review board (Comité de Protection
des Personnes Sud-Est V, Grenoble, France; number 69HCL17_0769) and is registered in
ClinicalTrial.gov (NCT03659773). At inclusion, demographics (age and sex), haematological and
transplant-related (underlying haematological disease [based on 2016 revision of the World Health
Organization classification of myeloid and lymphoid neoplasms], conditioning regimen, stem cell
source, and donor type) as well as post-transplant characteristics (GvHD, immunomodulatory
medication[s]) and immunosuppressive therapies including antithymocyte globulins, cyclosporine,
tacrolimus, methotrexate, mycophenolate mofetil, cyclophosphamide, corticosteroids > 1 mg/kg > 21
days) were retrieved from medical records through an electronic case report form (eCRF). The
presence of viral opportunistic infection/reactivation (except TTV viral load) was also routinely
monitored by quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) in the routine virology laboratory and
reported in the eCRF during the post-transplant period. Infections, infectious agent-related
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reactivations and diseases was reported using classification guidelines from European Group for
Blood and Marrow Transplantation, as reported previously [16]. Concomitantly, healthy volunteers
(HV) were recruited among donors to the Lyon blood transfusion centre (Etablissement Frangais du
Sang, EFS) and were considered as a control group. According to the EFS procedures, informed
consent was obtained from HV and personal data were anonymous.

2.2. Blood sampling

Before initiation of the recommended vaccination schedule after allo-HSCT [17,18], samples of
heparinised whole blood and EDTA plasma were collected and processed for the measurement of
quantitative and qualitative parameters of immune reconstitution.

2.3. TTV viral load quantification

TTV viral DNA (elution volume 50 uL) was extracted from 200 pL of plasma sample using an
easyMag extractor (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France) following the manufacturer's instructions.
The presence and viral load of TTV were then determined using the TTV R-GENE® kit (available for
research use only, not for diagnostic, Ref#69-030; bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France) as previously
described [19,20]. Log of TTV DNA copy number/mL (Log copies/mL) plasma are used to describe
TTV viral load. The lowest viral load detected was 0.46 Log copies/mL.

2.4. T-cell proliferation assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from fresh heparinised blood
samples using a Ficoll density gradient centrifugation (U-04; Eurobio, Les Ulis, France). Then, 10°
cells/well were incubated 24 hours in supplemented culture medium (RPMI 1640; Eurobio) in a 96-
well cell culture plate at 37°C under 5% CO: PBMCs were then stimulated in duplicate with
phytohaemagglutinin (PHA) at 4 ug/mL (R30852801; Remel™, Dartford, Kent, UK) and incubated
for 72 hours. Then, cellular pellets were analysed for T-cell proliferation using the Click-It® EAU
AF488 flow kit (C10420; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) to measure incorporation of 5-
ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) according to the previously published protocol [21]. The proportion
(%) of EdU+ proliferating cells (among CD3* T-cell) was obtained by flow cytometry analyses
performed on a BD LSR Fortessa™ flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). For each
experiment, a minimum of 2.5 x 10° CD3* T-cells was recorded. Data were analysed using BD
FACSDiva Software (version 8.0.3; BD Biosciences).

2.5. Post-transplant T-cell immunophenotyping

Extensive T-cell immunophenotyping by flow cytometry on whole blood was performed at the
immunology laboratory of the Lyon university hospital. Counts of naive CD4+ and CD8* T-cell
(CD45*CCR?7*), central memory CD4* and CD8* T-cell (CD45RA-CCR7~), effector memory CD4* and
CDS8* T-cell (CD45RA-CCR7+), differentiated memory CD4* and CD8* T-cell (CD45RA*CCR7-) were
determined (cells/uL) as previously described [15]. The normal values for each type of cells have been
provided by the immunology laboratory.

2.6. Statistical analysis

The Shapiro-Wilk normality test was used to determine the distribution of data, and accordingly
quantitative data was expressed as mean (range) or median [interquartile range [IQR]. TTV viral load
was log-transformed for analysis (Log copies/mL). For HV and allo-HSCT recipients’ datasets,
analysis of variance was performed using F-test and differences were calculated using a parametric
unpaired t test with Welch's correction. Correlations were assessed using a parametric Pearson rho
correlation coefficient (rho [95% confidence interval, CI]). Regression analyses were conducted to
evaluate the association between the dependent variable, TTV viral load, and independent variables
(proportion of proliferating cells, absolute lymphocytes counts, and CD3* T-cell counts). Differences
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in TTV plasma viral load according to several clinical characteristics were performed using the non-

parametric Mann-Whitney test.

A p-value of <0.05 was considered significant. Statistical analyses were conducted using
GraphPad Prism® software (version 5; GraphPad software, La Jolla, CA, USA) and R (version 3.5.1,
R Core Team (2020). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/).

3. Results

3.1. Participant characteristics

A total of 41 allo-HSCT recipients and 80 HV were included. Age (median [IQR]: 46 [31-53] vs.
56 [40-64] years, p=0.32) and sex ratio (1.6 vs. 1.4, p=0.85) were similar among allo-HSCT recipients
and HV. Allo-HSCT recipients were enrolled at a median [IQR] of 6 [5-8] months post-transplant.
Patient characteristics are summarised in Table 1; of note, 17% (n=7) had chronic GvHD and 78%

(n=32) of allo-HSCT recipients were still under immunosuppressive medication.

Table 1. Clinical characteristics of allogeneic haematopoietic stem cell transplant recipients.

Patients n=41

Demographics
Age, median [IQR]
Time from transplantation in months, median [IQR]
Haematological and transplant-related characteristics. n (%)
Underlying haematological diseases
Myeloid neoplasm and acute leukaemia
Mature lymphoid. histiocytic. and dendritic neoplasms
CR before the engraftment. n (%)
Donor types
Matched related
Unrelated
Fully matched
HLA mismatched
Stem cell source
Peripheral blood cells
Bone marrow
Conditioning regimen
MAC
RIC
TBI
Post-transplant complications. n (%)
Acute GvHD
Grade I/II
Chronic GvHD
Limited/Extensive
Immunophenotyping. mean (range)
Absolute lymphocytes (NV. 1000-2800/pL)
CD3+T-cells (NV. 521-1772/uL)
CD3+ CD4+* T-cells (NV. 336-1126/uL)
Naive CD4+ (CD45*CCR7*) (NV. 121-456/uL)
Central Memory CD4* (CD45RA-CCR7*) (NV. 92-341/uL)
Effector Memory CD4* (CD45RA-CCR7-) (NV. 59-321/uL)

56 [40-64]
24 (59)
6 [5-8]

37 (90)
4 (10)
39 (95)

23 (56)

18 (44)

15 (37)
3(7)

28 (68)
13 (32)

17 (41)
24 (59)
11 (27)

30 (73)
21/9

7 (17)
5/2

1659 (410-5350)
915 (175-3406)
273 (38-876)
45 (0-445)
60 (1-168)
163 (4-522)
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102/uL)

212/uL)

Differentiated Memory CD4+ (CD45RA*CCR7") (NV. 11-

CD3* CD8* T-cells (NV. 125-780/uL)
Naive CD8* (CD45*CCR7*) (NV. 86-257uL)
Central Memory CD8* (CD45RA-CCR7*) (NV. 19-93/uL)
Effector Memory CD8* (CD45RA-CCR7-) (NV. 15-162/uL)
Differentiated Memory CD8* (CD45RA*CCR7-) (NV. 39-

CD4+/CD8" ratio (NV. 0.9-6)

Post-transplant immunomodulatory therapy at inclusion, n (%)

IS Therapy

Corticosteroids

IVIG infusion

Time since last IVIG infusion, month (median [IQR])
DLI

ECP

50f12

19 (0-147)

602 (60-2779)
40 (0-241)
17 (0-127)

286 (0-1517)

257 (0-1474)
0.84 (0.13- 8.88)

32 (78)
5 (12)
23 (56)
4[2-5]
7 (17)
2 (5)

Abbreviations: Allo. allogeneic; CR. complete remission; DLI. donor lymphocyte infusion; ECP. extracorporeal

photochemotherapy; GvHD. graft-versus-host disease; HLA. human leukocyte antigen; HSCT. haematopoietic

stem cells transplantation; IQR. interquartile range; IS. immunosuppressive; MAC. myeloablative conditioning;

NK. Natural Killer; NV. normal values; RIC. reduced intensity conditioning; TBI. total body irradiation.

3.2. Plasma TTV wviral load in allo-HSCT recipients and HV

TTV was detected in 100% (41/41) of allo-HSCT recipients and 68% (54/80) of HV (p<0.001). Mean
(range) TTV viral load was significantly higher in allo-HSCT recipients compared to HV [3.9 (0.7-7.7)
vs 2.1 (0.5-4.3) Log copies/mL respectively, p< 0.001; Figure 1].

I i | p=0.0067
I koo | p<0.001
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Figure 1. TTV viral load in healthy volunteers and allo-HSCT plasma samples

TTV viral load from 41 allo-HSCT recipients (black) and 54 healthy volunteers (white) plasma was

quantified by real-time qPCR. Variance was compared using F-test (## p<0.01). The mean TTV viral

load (black line) was compared using unpaired t test with Welch’s correction (*** p<0.001).

Abbreviations: Allo. allogeneic; HSCT. haematopoietic stem cells transplantation; TTV. torque teno

virus.
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No correlation was found between the delay post-transplant [5-8 months] and plasma TTV viral
load (Pearson’s rho o= 0.03, 95% CI [-0.2811 to 0.3338], p=0.86; Figure S1).

3.3. Correlation between TTV viral load and T-cell counts or proliferation capacity

In allo-HSCT recipients, absolute lymphocytes and CD3* T-cells counts were within normal
value ranges. Five out of ten lymphocyte subtype counts studied were lower than the normal value
range, such as naive and central memory CD3+*CD4* or CD3*CD8* T-cells (individual values available
in Table S1). A significant lower mean (range) proliferation capacity among CD3* T-cells was
observed in allo-HSCT recipients compared to HV [21.3% (2.9-42.3%) vs. 40.5% (29.7-55.3%), p<0.001].
In addition, a significantly wider range and a more heterogeneous distribution of proliferation
capacity were observed among allo-HSCT recipients compared to HV (2.9%-42.3% vs. 29.7%-55.3%,
respectively, F-test p=0.004), indicating the inter-individual variability in the immune reconstitution
after allo-HSCT (Figure S2). Correlations between TTV viral load and T-cell proliferation capacity or
absolute cell counts were then analysed among allo-HSCT recipients (Figure 2A). The highest
correlation was between TTV viral load and T-cell proliferation capacity (Pearson’s rho o= -0.39, [-
0.62 to -0.09]; Figure 2B); there was no significant correlation between TTV viral load and absolute
lymphocytes (Figure 2C) or CD3* T-cell counts (Figure 2D).
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Figure 2. Overall correlation of TTV plasma viral load from 41 allo-HSCT recipients plasma versus T-
cell subtype counts and CD3+ T-cell proliferation capacity (a). Pearson’s rho and 95% confidence
interval (95%CI) for all parameters are represented by black dots and lines, respectively. Detailed
correlation of TTV viral load from 41 allo-HSCT recipients’ plasma versus: (b) CD3+ T-cell
proliferation capacity, (c) Absolute lymphocyte count, and (d) CD3+ T-cell count. Extreme patients:
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“A” (square) and “B” (triangle), as well as the linear regression (black line) are presented. Correlation
of TTV viral load (x-axis) and cell count or CD3+ T-cell proliferation capacity (y-axis) was determined
using Pearson’s correlation coefficient. Abbreviations: NK. Natural killer; PHA. Phytohemagglutinin;
TTV. torque teno virus

3.4. Correlation between (post-)transplant characteristics and TTV viral load

There was a significantly higher median [IQR] plasma TTV viral load in allo-HSCT recipients
with viral opportunistic infection/reactivation (4.1 Log copies/mL [3.5-4.9], n=26, p=0.02) compared
to other allo-HSCT recipients (3.2 Log copies/mL [2.8-4.1], n=15; Figure 3A). This was also the case
for allo-HSCT recipients with CMV infection/reactivation (4.8 Log copies/mL [4.0-5.9], n=9, p=0.02)
compared to other allo-HSCT recipients (3.7 Log copies/mL [2.9-4.3], n=32; Figure 3B). Other
characteristics did not significantly impact TTV viral loads in univariate analysis (Table S2).
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Figure 3. TTV viral load in allo-HSCT recipients according to post transplant viral
infection/reactivation. TTV viral load from 41 allo-HSCT with (white) or without (black) (a) viral
opportunistic infection/reactivation and (b) CMV infection/reactivation during post-transplant
period. Comparison between groups was performed using Mann-Whitney test (***. p< 0.001).
Abbreviations: Allo. allogeneic; CMV. Cytomegalovirus; HSCT. haematopoietic stem cells
transplantation; TTV. torque teno virus.

3.5. Clinical characteristics of allo-HSCT recipients with extreme values of TTV viral load

By analysing at an individual level the correlation between the TTV viral load and the T-cell
proliferation capacity in response to PHA stimulation, we noticed that patient ‘A’ with the lowest
viral load (0.65 Log copies/mL) had one of the highest T-cell proliferation capacity (41.6% EdU+
proliferating cells among CD3* T-cell; square on Figure 2B). Conversely, patient ‘B” with the highest
viral load (7.72 Log copies/mL) had the lowest T-cell proliferation capacity (2.9% EdU+ proliferating
cells among CD3* T-cell; triangle on Figure 2B). Patient ‘A’ had an uncomplicated post-transplant
course (Figure S3A); conversely, patient ‘B’ suffered from chronic GvHD (grade I requiring
immunosuppressive  therapy [topical corticosteroids], received monthly intravenous
immunoglobulin infusions and had presented multiple episodes of post-transplant infections (Figure
S3B). Patient characteristics are summarised in Table 2.
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Table 2. Clinical characteristics of patients with extreme values of TTV viral load.

Patient A Patient B

Demographics

Age 52 57

Sex Male Female
Haematological and transplant-related
characteristics

Underlying haematological diseases Mature B cells Acute mye‘101d

neoplasm leukaemia

CR before the engraftment Yes Yes

Donor types Geno-identical Pheno-identical (9/10)

Stem cell sources Bone marrow Peripheral blood cells

Conditioning regimen MAC RIC

Total body irradiation Yes No
Post-transplant complications

Acute GvHD No Yes. grade I

Chronic GvHD No No
Post-transplant immunomodulatory therapy

IS therapy No Yes

IVIG infusion No Yes
Number of infections after transplantation 0 5
TTV viral load in Log copies/mL 0.65 7.72
CD3* T-cell proliferation capacity 41.6 2.9

Abbreviations: GvHD. graft versus host disease; IS. immunosuppressive therapy; IVIG; intravenous
immunoglobulin; MAC. myeloablative conditioning; RIC. reduced intensity conditioning; TTV. torque teno

virus.

4. Discussion

In the present study we measured TTV viral load in allo-HSCT recipients at a median time of 6
months post-transplant and in HV. The frequency and level of TTV viral load in HV was coherent
with the findings of a recent study reported by Focosi et al. (prevalence of 65% and 2.3 + 0.7 Log
copies/mL of TTV viral load) [22]. In allo-HSCT recipients, while absolute lymphocytes and CD3* T-
cells counts had normal values, TTV viral load was significantly higher than in HV, as previously
reported [14,23]. Interestingly, despite heterogeneity in CD3* T-cell proliferation among allo-HSCT
recipients, the highest correlation was observed between TTV viral load and CD3* T-cell proliferation
in comparison with all T-cell subtype counts. Thus, as previously established, T-cell function and
TTV viral load are inversely correlated [12,24]. In line with this observation, Focosi et al. suggested
that TTV viral load is associated with the number of CD8*/CD57+ T-cells, a subtype of lymphocyte
described as potential markers of immunosenescence and found in greater proportions in conditions
such as acquired immunodeficiency states, transplants, or persistent viral infections [25].

In allo-HSCT recipients, the peak of TTV viral load occurs approximately at 3 to 6 months post-
transplant before returning to value observed prior transplantation [9,26]. In the present study, we
observed that at 6 months post-transplant during the immune reconstitution period, some patients
are still unable to regulate the TTV replication, leading to high blood viral load, despite a sufficient
number of T-cells. This observation has been also reported for other viruses such as cytomegalovirus
(CMV) or Epstein-Barr virus (EBV) [9,27,28]

In addition, the lack of correlation between T-cell function, assessed by proliferative capacity in
response to PHA stimulation, and the absolute number of T-cell subtypes (Pearson’s rho: 0.002, 95CI
[-0.3257; 0.3223]; data not shown) suggests that evaluation of lymphocyte counts at 6 months post-
transplant cannot be used as a relevant marker of reconstitution of immune functions: T-cells can
normalise without necessarily restoring immunity and T-cells count does not allow to reveal the inter-
individual variability of allo-HSCT recipients [7]. In addition, in the early post-transplant period,
despite conflicting data [15]; a few studies [13,29] report a weak correlation between T-cell count and
TTV viral load. This correlation can be explained by the absolute lymphocyte count reconstitution
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post engraftment, which then serve as a TTV replication reservoir, thus avoiding extrapolation
between TTV and T-cell function. Indeed, as suggested by Pradier et al., the correlation between T-
cell subtype count and TTV viral load can vary according to the interval post-transplant [5]. This
result highlights the need for new markers to evaluate lymphocyte function. The use of an immune
functional assay (IFA) such as the assessment of post-stimulation T-cell proliferation capacity could
fill this need but its implementation in clinical practice remains difficult. TTV could be interesting as
a biomarker to estimate immune function and finally to predict infectious and/or clinical events
related to the immune system [5,9,22,26,30].

The present study found a correlation between T-cell function, assessed by the proliferation
capacity in response to PHA stimulation, and TTV viral load in a well-characterised cohort of allo-
HSCT recipients. These data suggest an interplay between TTV replication and cellular immune
reconstitution after transplantation, especially the reconstitution of T-cells which are one of the main
replicating site of TTV [31].

The study does, however, have limitations, notably related to the small number of patients. For
instance, because allo-HSCT recipients were referred for vaccination by their haematologists, we
cannot exclude a selection bias, which could explain the absence of difference between clinical
characteristics (e.g. underlying disease, conditioning, immunosuppressive therapy, or GvHD) and
TTV viral load (Table S2). Moreover, it would be interesting to validate these results by assessing
kinetics of TTV viral load and lymphocyte proliferative capacities at consecutive time points in this
specific recipient population or in other immunocompromised populations. Furthermore, assessing
the T-cell function through the measurement of their proliferating capacity might be a reductionist
view of immune competency, and additional tests are needed to confirm the conclusions made.

5. Conclusions

In summary, we found an inverse correlation between the TTV viral load and T-cell function,
independently of the count of T-cells. The evaluation of immune competency, for at-risk populations,
using the monitoring of TTV viraemia requires further assessment, as currently under evaluation in
kidney transplant recipients [32]. Indeed, during the dynamic process of immune reconstitution post-
transplant, a pivotal period for allo-HSCT recipients, a rapid and individual assessment of the
immune system's capacities could be of clinical interest to adapt anti-infectious prophylactic
treatments, to guide the immunosuppressant treatment and in fine prevent graft rejection GvHD,
infectious events and relapsing disease, the main causes of morbimortality in this population.

Supplementary Materials: Figure S1: Correlation between TTV viral load and delays from HSCT; Figure S2:
Proliferation capacity of CD3* T-cell of allo-HSCT recipients compared to healthy volunteers; Figure S3:
Chronological descriptive follow-up of patients with extreme values of TTV viral load; Table S1: T-cell
immunophenotyping of allogeneic haematopoietic stem cell transplant recipients and Table S2: Comparison of
TTV plasma viral load with clinical characteristics of 41 allogeneic haematopoietic stem cell transplant recipients.
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IFN-I and IFN-IIl immunity in the nasal mucosa is poorly characterized during SARS-CoV-2 infection. We analyze the nasal IFN-
1/1l signature, namely the expression of ISGF-3-dependent IFN-stimulated genes, in mildly symptomatic COVID-19 patients and
show its correlation with serum IFN-a, levels, which peak at symptom onset and return to baseline from day 10 onward.
Moreover, the nasal IFN-I/IIl signature correlates with the nasopharyngeal viral load and is associated with the presence of
infectious viruses. By contrast, we observe low nasal IFN-I/IIl scores despite high nasal viral loads in a subset of critically ill
COVID-19 patients, which correlates with the presence of autoantibodies (auto-Abs) against IFN-I in both blood and
nasopharyngeal mucosa. In addition, functional assays in a reconstituted human airway epithelium model of SARS-CoV-2
infection confirm the role of such auto-Abs in abrogating the antiviral effects of IFN-I, but not those of IFN-III. Thus, IFN-I auto-
Abs may compromise not only systemic but also local antiviral IFN-I immunity at the early stages of SARS-CoV-2 infection.

Introduction

Cell-intrinsic immunity starts with microbial detection through
innate sensors. In case of infection by RNA viruses such as
SARS-CoV-2, the sensing may involve cytosolic retinoic acid-
inducible gene I, melanoma differentiation-associated protein 5
(Schultze and Aschenbrenner, 2021), and endosomal TLR3 (Gao
etal., 2021). The activation of these receptors triggers a signaling
cascade that leads to the induction of type I and III IFNs (IFN-I
and IFN-III). During the early phase of this cascade, the tran-
scription of different IFN-I and IFN-III genes and numerous IFN-
stimulated genes (ISGs) is induced. Secreted IFN-I binds to IFN

receptors that signal through JAK1 and tyrosine kinase 2 and
activate STATI, STAT2, and IFN regulatory factor 9. The last
three then form a complex called ISGF-3 that translocates to the
nucleus and binds to IFN-stimulated response elements (ISREs),
thereby inducing the expression of hundreds of ISGs, most of
which have antiviral activity. Secreted IFN-III binds to another
receptor complex composed of IFNLR and IL10RB and activates
the same ISGF-3 complex, inducing the expression of a large
number of overlapping ISGs (Lazear et al., 2019). ISGF-3 may
also participate to the induction of ISGs downstream IFN-II
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(Platanitis et al., 2019) but is not essential for IFN-y-dependent
immunity (Rosain et al., 2019).

IFN-I and IFN-III participate in the first line of defense
against infection, as they promote virus clearance, induce tissue
repair, and stimulate the adaptive immune response. However,
IFN-I activity has been reported at very low or undetectable
levels in the blood (Hadjadj et al., 2020; Trouillet-Assant et al.,
2020b) and the nasal epithelium (Ziegler et al., 2021) of some
critically ill COVID-19 patients. This defect is explained in some
patients by inborn genetic defects of IFN-I induction or ampli-
fication (Zhang et al., 2020b) and in others by the presence of
neutralizing autoantibodies (auto-Abs) against type I IFNs, mainly
IFN-o and/or IFN-w and, in rare cases, IFN-f (Bastard et al., 2020).
These auto-Abs underlie life-threatening pneumonia in at least
10% of intensive care unit (ICU)-admitted COVID-19 patients, as
reported by multiple independent cohort studies (Zhang et al.,
2020b; Bastard et al., 2020; Troya et al., 2021; Koning et al.,
2021; van der Wijst et al., 2021 Preprint). While IFN-I immunity
is essential for pulmonary immunity to SARS-CoV-2, the contri-
bution of IFN-III immunity remains unknown.

The delayed production of IFN-I is thought to result in
unbalanced immune responses unable to clear the virus
(Channappanavar et al., 2016; Carvalho et al., 2021; Blanco-
Melo et al., 2020). A two-step model of pathogenesis has pro-
posed that insufficient IFN-I levels and hence insufficient ISGs
induction during the first 10 d of infection underly viral spread,
thereby accounting for the subsequent pulmonary and systemic
inflammation that is characteristic of critical cases in which
leukocytes attempt to resolve what IFN-I did not in the first
place (Zhang et al., 2020a). However, few studies have per-
formed longitudinal measurements of immunity during the
acute phases of infection, especially in mildly symptomatic
individuals, and thus the dynamics of IFN-I activity relative to
virus infection and other immunological perturbations remains
largely elusive. Moreover, early host-pathogen interactions
occurring at the primary infection site (i.e., the nasal mucosa)
are likely to influence in a major way the clinical outcome of
infection (Robinot et al., 2021). While many studies have char-
acterized the systemic immune response against SARS-CoV-2,
little is known about the immune events occurring in the na-
sopharyngeal (NP) mucosa. Two recent RNA-sequencing studies
have reported ISGs induction in the nasal mucosa of mildly
symptomatic COVID-19 patients at diagnosis (Mick et al., 2020;
Ng et al., 2021), but whether or how this induction correlates
with viral parameters, the dynamics of the peripheral immune
response, the delay after symptom onset, and the clinical out-
come remains unclear. Moreover, epithelial cells specifically ex-
press the IFN-A (IFN-III) receptor. This receptor signals through
a similar JAK-STAT pathway as the IFN-I receptor complex and
induces many of the same ISGs that are regulated by the binding
of ISGF-3 to ISREs (Schneider et al., 2014), and both IFN-I and
IFN-III can restrict SARS-CoV-2 infection of human airway ep-
ithelial cultures (Vanderheiden et al., 2020). However, the rel-
ative contributions of IFN-I and IFN-III in the defense against
SARS-CoV-2 infection in vivo remain unknown. Here, we set out
to fill these gaps in knowledge by studying in parallel mucosal
and systemic immunity in COVID-19 patients using different
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of health care
workers with mild COVID-19 symptoms and critically ill COVID-19
patients

Mild COVID-19 Critically ill
(n = 44) COVID-19 (n = 26)

Demographics

Age (yr), median [IQR]

38.0[28.8-48.0] 56.5 [54.0-68.0]

Sex
Male, n (%) 5 (11) 19 (73)
Female, n (%) 39 (89) 7(27)

BMI (kg/m?), median [IQR] 23.9 [22.4-26.3] 30.2 [27.1-34.2]

Clinical characteristics

Delay between symptom onset and N/A 8.0 [6.0-11.8]
ICU admission (days), median [IQR]

ICU length of stay (days), median ~ N/A 11.5 (3-69)
(minimum-maximum)

Mortality, n (%) N/A 8 (31

All laboratory data were recorded at recipient inclusion. BMI, body mass
index; IQR, interquartile range; N/A, not applicable.

RNA-based technologies and comparing patients with and with-
out auto-Abs neutralizing IFN-I.

Results

Blood IFN-I activity is high at diagnosis and correlates with
viral load in mildly symptomatic COVID-19 patients

We aimed to study the dynamics of nasal and blood tran-
scriptome in patients during SARS-CoV-2 infection. For this
purpose, we constituted a cohort of health care workers pre-
senting mild COVID-19 symptoms (n = 44 patients; Trouillet-
Assant et al., 2020a) and no respiratory coinfection and for
whom the delay between symptom onset and SARS-CoV-2 mo-
lecular screening was <7 d (Table 1). We collected blood samples
and nasal swabs weekly for 4 wk, starting at diagnosis (four
different visits [V1-V4]; see Fig. S1, which outlines the study); a
group of uninfected healthy controls (HCs) was also included
(n = 5). We first measured the transcript levels of 800 genes
associated with different immune pathways in blood cells using
the NanoString technology (“host response” panel). We com-
pared changes in gene expression between mildly symptomatic
patients at each time point of the study (V1-V4) and HCs in order
to identify differentially expressed genes (DEGs; Table S2). Most
changes in gene expression were found at V1 (i.e., at diagnosis of
COVID-19; Fig. S2 A). A principal-component analysis confirmed
this result and additionally showed that all patients at V3 and V4
and two thirds of patients at V2 grouped together with HCs,
while one third of V2 samples clustered between V1 and the
other samples (Fig. 1 A). Thus, changes in gene expression in
leukocytes mainly occurred before seroconversion, which gen-
erally occurs between V1 and V2 (Fig. S2 B). The top functional
pathways associated with DEG at V1 according to the nSolver
NanoString analysis software were ISGs, including IFN-I- and
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Figure 1. SARS-CoV-2 infection leads to a transient and acute type I/111 IFN signature in the blood. (A) Principal-component analysis (PCA) of NanoString
host response gene expression data from blood of 5 HC (red triangles) and 44 COVID-19 patients (spheres) followed longitudinally from diagnosis (V1, blue) for
4 wk (V2, green; V3, purple; and V4, orange). The percentage of variance captured by each principal-component (PC) axis is indicated, as well as the total
variance. The vector position for each sample was plotted and the visualization was performed using Genomics Suite 7 (Partek). (B) Pathway analysis for the
123 DEGs between V1 and V2/V3/V4 determined using nSolver NanoString analysis software. The significance scores for the top 10 pathways are indicated.
NLR, nucleotide oligomerization domain-like receptor. (C and D) Box and whisker plots (using the Tukey method) showing the expression score of the in-
dicated pathways from V1 to V4 for patients and for HCs. A Kruskal-Wallis with uncorrected Dunn’s test was used for statistical analysis of data presented in
this figure (multiple comparisons; ***, P < 0.001). (E) Correlation between the nasal SARS-CoV-2 normalized viral load and the NanoString IFN score (49 genes
differentially expressed between V1 and V2/V3/V4). The Spearman’s correlation coefficient is shown.

IFN-III-dependent ISGs (i.e., ISGs driven by ISGF-3 binding to
ISRE) and IFN-II-dependent ISGs (i.e., ISGs mainly driven by
y-activated factor binding to gamma IFN activation sites; Fig. 1
B). To monitor the representation of these pathways in a lon-
gitudinal manner, we computed an expression score based on
the combined expression of different ISGs (see Materials and
methods). As shown in Fig. 1, C and D, the type I/III ISGs (ISG-1/
ITT) and ISG-II scores were maximal at V1 and lower for other
time points, even though they were still significantly higher at
V2 compared with HC samples. Moreover, other pathways were
significantly enriched at V1, including DNA/RNA sensing, MHC-I
antigen presentation, lysosome, myeloid inflammation, and nu-
cleotide oligomerization domain-like receptor signaling; for all
these pathways, the scores were significantly higher at V1 com-
pared with HCs and similar between other time points and HCs
(Fig. S3). The ISG-1/III score at V1 was associated with the nor-
malized viral load determined at diagnosis (Fig. 1 E; Spearman p =
0.55, P < 0.0001), but not with age, body mass index, or delay
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after symptoms (Fig. S2 C). Altogether, these data highlight the
predominance of ISGs among the genes induced in blood cells in
response to SARS-CoV-2 infection, the transient nature of this
induction, and its association with viral load.

Coordinated regulation of nasal and blood 1SGs in response to
IFN-I during infection

Next, we aimed to study the regulation and the role of IFN-I/III
signaling in the nasal mucosa in response to SARS-CoV-2 infec-
tion. For this, we took advantage of the nasal swabs used for
standard molecular SARS-CoV-2 screening. However, measur-
ing the host response in such samples is technically challenging,
as the amount of cellular material is extremely limited. To
overcome this problem, we used the FilmArray technology, a
nested PCR-based technique allowing rapid and sensitive mea-
surement of ISGs transcripts that has been recently described
(Mommert et al., 2021) and that we adapted for nasal swabs. This
technique is advantageous, as it is semiautomated and also
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Figure 2. Nasal and blood IFN-I/1Il scores are correlated during SARS-CoV-2 infection. The NP IFN-I/III (IFN) score, defined by a four-ISGs transcriptional
signature measured using FilmArray technology, was evaluated. (A) Correlation between the NP IFN-I/Ill score and the blood IFN-I/IIl score obtained from the
PAXgene whole-blood sample (PX, n = 75 longitudinal samples from 23 patients). The Spearman’s correlation coefficient is shown. (B) Correlation between the
IFN-I/1Il score and IFN-a; levels (fg/ml) in plasma (n = 39 samples with a detectable value from 23 patients), measured by single-molecule array using a
commercial kit. The Spearman’s correlation coefficient is shown. (C) Kinetic measurements of the NP (green) and blood IFN-I/Ill scores (red) post COVID-19
diagnosis. n = 75 longitudinal samples from 23 patients. Fit Loess curves represent local polynomial regressions as determined by the Loess method. Confidence

interval at 95% is indicated (gray area).

designed for clinical routine, providing an IFN-I/III score based on
the quantification of four ISGs regulated through ISGF3-dependent
ISREs (i.e., IF127, IF144L, RSAD2, and IFITI; Hernandez et al., 2018).
We monitored the nasal IFN-I/III score at diagnosis in 23 SARS-
CoV-2-infected health care workers and compared this score with
the blood IFN-I/III score and the serum level of IFN-a, from the
same patients. There was a strong correlation between nasal and
blood IFN-I/III scores (Fig. 2 A) and between the nasal IFN-1/III
score and serum IFN-ay, levels (Fig. 2 B; Spearman p > 0.75 for
both comparisons). We also measured the serum level of IFN-2,,
even though this cytokine is believed to act in a local manner
(Park and Iwasaki, 2020). IFN-A; was detectable in the serum of
many patients, and its levels were also correlated with the nasal
and blood IFN-I/III scores, but the correlation coefficient for these
relations was lower than those of IFN-a,, and IFN-I/III scores (Fig.
S4). We then compared the dynamics of the IFN-I/III score in the
blood versus nasal mucosa, taking advantage of the availability of
serial and paired blood samples and nasal swabs. Both parameters
followed very similar kinetics, peaking at the earliest time points
after symptom onset and rapidly decreasing thereafter, becoming
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virtually negative 14 d after symptom onset (Fig. 2 C). This overlap
confirms the coordination of nasal and systemic IFN-I/III antiviral
defenses and shows that the nasal IFN-I/III score measured using
FilmArray directly from swab samples is a faithful proxy of the
blood IFN-I/III score in patients.

The nasal IFN-I/Ill score is correlated with the nasal SARS-CoV-
2 load and virus infectivity

Next, we examined the possibility of using the nasal IFN-I/III
score as a biomarker of SARS-CoV-2 infection when combined
with SARS-CoV-2 RT-PCR. To this aim, we first tested the as-
sociation between the nasal SARS-CoV-2 viral load and the nasal
ISG-I/III score, both determined longitudinally and paired for
each time point. There was a significant correlation between
both parameters (Spearman p = 0.59 [0.42; 0.73], P < 0.0001;
Fig. 3 A). Additionally, based on iterative comparisons, we found
that a nasal viral load of 4.40 logy, copies [cp]/10¢ cells dis-
criminated best between patients with high and low IFN-I/III
scores; accordingly, most patients with viral loads above 4.40
log;o cp/10° cells had high nasal (Fig. 3 B) and blood (Fig. 3 C)
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Figure 3. The nasal IFN-I/IIl score is a surrogate marker of SARS-CoV-2 infectivity. (A) Correlation between the NP IFN-I/IIl (IFN) score and the nasal
SARS-CoV-2 normalized viral load (n = 75 longitudinal samples from 23 patients) measured using the SARS-CoV-2 R-gene kit. The Spearman’s correlation
coefficient is shown. Red dot corresponds to a patient with a strong nasal IFN-I/Ill score at V1 despite a low viral load <4.4 Logl0 cp/10° cells. (B and C)
Scatterplots showing nasal (B) and blood (PX, PAXgene; C) IFN-I/Ill scores in patients with normalized viral load superior or inferior to 4.40 log;, cp/10° cells
(n =75 longitudinal samples from 23 patients). Red dot corresponds to a patient with a strong nasal IFN-I/Ill score at V1 despite a low viral load <4.4 log10 cp/
10° cells. Statistical comparison was performed using a nonparametric Mann-Whitney test (***, P < 0.001). (D) Scatterplot of the NP IFN-I/Ill score in patients
with positive or negative nasal SARS-CoV-2 viral culture (n = 30 longitudinal samples from 12 patients). Filled circles represent negative virus culture samples,
empty circles represent positive virus culture sample, and triangle corresponds to a sample positive on cell culture without cytopathic effect. Statistical
comparison was performed using a nonparametric Mann-Whitney test (***, P < 0.001). (E) Receiver-operating characteristic curve discriminating between
positive and negative SARS-CoV-2 viral culture result. Area under the curve and Youden index are calculated and represent the ability of the NP IFN-I/1ll score
to separate positive and negative viral cultures. (F) 10-fold serial dilutions (10° to 1072) of NP swab samples were performed and followed by measurements of
IFN-1/11l scores (dark gray, FilmArray) and SARS-CoV-2 load (Ct detection, light gray, SARS-CoV-2 R-gene kit). Data are expressed as floating bars (n = 3; mean

[min-max]). The green area depicts the cutoff point IFN-I/Ill score associated with positive viral culture (6.75).

IFN-I/III scores. A few patients had high ISGs scores despite low
virus dose and vice versa, which suggests that other parameters
than the virus dose, such as genetic variation, could influence
ISGs induction upon infection. We then performed virus culture
assays directly from nasal swabs in Vero cells as previously
described (Bal et al., 2021) in order to evaluate the putative as-
sociation between the nasal IFN-I/III score and the isolation of
infectious virus from the swab. We found that positive virus
cultures were usually associated with high median nasal IFN-I/III
scores and, reciprocally, that negative cultures were almost
always associated with low median IFN-I/III scores (Fig. 3 D).
We then evaluated the interest of using the IFN-I/III score as a
surrogate biomarker of replicative SARS-CoV-2 infection through
a receiver-operating characteristic curve. The area (95% confi-
dence interval) under the receiver-operating characteristic
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curve was 0.84 (0.7; 0.99), revealing a good performance of the
IFN-I/III score to predict the virus replication capacity with a
cut-point score at 6.75 (Fig. 3 E). Of note, one patient had a
strong nasal IFN-I/III score at V1 (33.2) despite a low viral load
<4.41ogyo cp/10° cells (in red in Fig. 3, A and B). For this patient,
V1 occurred only 1 d after symptom onset (unlike most of the
other patients from the cohort), which suggests that the patient
was probably in the ascending phase of viral replication at V1.
Accordingly, for this patient, the IFN-I/III score remained high
at V2 (43.2) and was associated with a high viral load (>4.4 log;o
cp/10© cells); of note, the viral culture was positive for both V1
and V2 time points. Lastly, to further evaluate the relevance of
using the IFN-I/III score as a marker of replicative infection, we
performed comparative measurements of the IFN-I/III score and
of the viral RNA in conditions of limiting material mimicked by
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10-fold serial dilutions of positive swabs. The Ct (cycle threshold)
values of the viral PCR rapidly increased upon swab dilutions, while
the IFN-I/II scores remained relatively stable and consistently
higher than the 6.75 value previously shown to discriminate be-
tween swabs containing or not replicative virus (Fig. 3 F). Alto-
gether, our data highlight the relevance of using the nasal IFN-I/III
score as a biomarker of active SARS-CoV-2 infection in combination
with SARS-CoV-2 RT-PCR and as a tool to probe the mucosal
pathogenesis of COVID-19 at the molecular and cellular levels.

The nasal IFN-I/11l score is low in patients with neutralizing
anti-type | IFN auto-Abs

A fraction of critically ill COVID-19 patients have low or unde-
tectable blood IFN-I levels (Hadjadj et al., 2020; Trouillet-Assant
et al., 2020b), which can be due to either inborn errors of IFN-I
immunity (Zhang et al., 2020b), the presence of circulating
auto-Abs that neutralize IFN-a and IFN-w, or both (Bastard et al.,
2020). These auto-Abs could also theoretically block mucosal
IFN-I, but antibodies do not diffuse as well in tissues as they do
in the blood (Iwasaki, 2017), and in some situations, they can be
sequestrated within the vascular compartment (Chen et al.,
2018). We thus tested the relationships among disease sever-
ity, the presence of IFN-I auto-Abs, viral load, and nasal IFN-I/1II
score. We obtained blood and nasal swabs at ICU admission from
26 critically ill patients (Table 1). The presence of neutralizing
auto-Abs against IFN-a and IFN-w in serum was tested using a
novel highly sensitive ELISA (Goncalves et al., 2021). We de-
tected IFN-o and/or IFN-w auto-Abs in the sera of 8 out of 26
critically ill patients and none of the mildly symptomatic pa-
tients (Fig. 4). While most patients without IFN-I auto-Abs and a
viral load >4.4 log,o cp/10° cells had a very high ISGs score (Fig. 4
A), patients with IFN-I auto-Abs had very low nasal IFN-I/III
scores, irrespective of viral load, except for three patients who
displayed auto-Abs against IFN-o, only and for whom we as-
sumed that IFN-w could compensate the blockade of IFN-a,. The
other five patients had auto-Abs against both IFN-a and IFN-w
(Fig. 4 B) These data suggest that IFN-I auto-Abs could block
IFN-I in the nasal mucosa as well, which was tested by assessing
the presence of neutralizing IFN-I auto-Abs in nasal swabs in
patients for whom serum auto-Abs levels were also determined.
Interestingly, nasal IFN-I auto-Abs were detected in half of the
patients who had serum auto-Abs (Table S3). This is consistent
with their previous detection in a bronchoalveolar lavage (de
Prost et al., 2021). The serum level of IFN-I auto-Abs was not
correlated to that of the swab, but differences in the quality of
the swab may explain this discrepancy.

Thus, our data suggest that (1) IFN-I is the main inducer of
strong ISGs responses in the nasal mucosa, while IFN-III seems
insufficient; (2) IFN-I auto-Abs compromise early antiviral de-
fenses in the nasal mucosa of critically ill patients, especially
when auto-Abs against both IFN-a, and IFN-w are present; and
(3) IFN-w is involved in nasal IFN-I immunity.

IFN-1 auto-Abs block the antiviral effects of IFN-1 in a human
airway epithelium (HAE) model of SARS-CoV-2 infection

To assess the impact of IFN-I auto-Abs in the early defense
against SARS-CoV-2 infection in a more direct manner, we used
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a previously validated (Pizzorno et al.,, 2020) and predictive
reconstituted HAE model of SARS-CoV-2 infection. In this
model, HAEs were treated (24 h before and 1 h after infection)
with recombinant IFN-a, in the presence or absence of pre-
pandemic serum from HCs or patients with biallelic loss-of-
function variants of AIRE (autoimmune regulator locus). The
latter suffer from autoimmune polyendocrine syndrome type
1 (APS-1) and produce a broad range of auto-Abs, including
neutralizing IFN-I auto-Abs (Bruserud et al., 2016; Levin, 2006;
Meager et al., 2006). This range is very similar to what is found
in a subset of patients with life-threatening COVID-19 (Bastard
et al,, 2020), which allows testing the impact of IFN-I auto-Abs
without the confounding effects of anti-SARS-CoV-2 neutraliz-
ing Abs. While recombinant IFN-a, significantly inhibited viral
replication in the presence of serum from individuals without
auto-Abs, this antiviral effect was completely abrogated in the
presence of neutralizing auto-Abs from APS-1individuals, as the
viral titers were comparable to those of the untreated control
(Fig. 5, A and B). These results were further confirmed by the
reduced transepithelial electric resistance values (Fig. 5 C), which
are used as reliable surrogate of epithelium integrity (Pizzorno
etal., 2020). By contrast, the APS-1 serum had no effect on viral
replication when applied in the absence of IFN-I. The presence
of APS-1 serum was also associated with lower IFN-o,-induced
IFN-induced protein 44-like (IFI44L) expression (Fig. 5 D). More-
over, the use of a serum from a non-APS-1 individual with IFN-I
auto-Abs not previously infected by SARS-CoV-2 showed the
same results as those obtained with the APS-1 serum (Fig. S5),
excluding the possibility that other auto-Abs not directed against
IFN-I in the APS-1 serum may also influence results in the
HAE model.

We then directly compared the antiviral effects and ISGs
induction capacity of exogenous IFN-a,, IFN-f;, IFN-A;, IFN-A,,
IFN-A3, and IFN-w and the impact of IFN-I auto-Abs on these
effects in the HAE model. A high concentration of all recombi-
nant IFNs inhibited viral replication (Fig. 6, A-C) and induced
IFI44L expression (Fig. 6 D); however, neutralizing auto-Abs
abrogated only the effect of IFN-a, and IFN-w and not that of
IFN-B,, IFN-A;, IFN-A,, or IFN-A; (Fig. 6, A-D). Altogether, these
results suggest that in the nasal mucosa of infected patients,
IFN-a, and IFN-w have a prominent role in the antiviral re-
sponse that cannot be compensated by other IFNs, probably not
expressed at sufficient levels. Moreover, our results functionally
validate the neutralizing activity of IFN-I auto-Abs, which fur-
ther suggests that those Abs could compromise the nasal IFN-I
response in a subset of critically ill patients.

Discussion

We investigated herein anti-SARS-CoV-2 IFN-I immunity in a
longitudinal way in patients with mild COVID-19 manifestations.
This immunity is not well characterized, as most longitudinal
studies have focused on hospitalized patients (Lucas et al., 2020;
Liu et al., 2021; Szabo et al., 2021; Bernardes et al., 2020). IFN-1/
III ISGs and IFN-II ISGs were the main groups of genes up-
regulated in the blood during infection. This finding confirms
the impact of IFNs in the antiviral immune response, which is
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also supported by previous observations according to which
severe COVID-19 patients develop auto-Abs against IFN-I or
have inborn defects of IFN-I induction, amplification, or re-
sponse (Bastard et al., 2020). Interestingly, other patients with
these inborn defects in IFN-I induction or with auto-Abs against
IFN-I are prone to other viral infections, for which there is in-
complete penetrance (Bastard et al., 2021b; 2021c; Duncan et al.,
2015; Gothe et al., 2020; Hernandez et al., 2019), while the
penetrance of COVID-19 critical forms is probably very high. Our
data show that in most patients with mild COVID-19, the up-
regulation of ISGs was transient, maximal at diagnosis, and co-
ordinated with antigen presentation, which presumably helps
initiating the ensuing adaptive immune response. The ISGs wave
indeed preceded seroconversion, which occurred on average 14 d
after symptom onset, consistent with previous studies (Premkumar
et al., 2020; Rydyznski Moderbacher et al., 2020).

We showed that the mucosal IFN-I/III signature was corre-
lated with the blood IFN-I signature. Two recent studies have
also reported a strong induction of ISGs in the nasal mucosa of
SARS-CoV-2-infected patients, which was even higher com-
pared with patients infected with other viruses, such as influenza or
seasonal coronaviruses (Mick et al.,, 2020; Ng et al., 2021), con-
firming that a high ISGs expression is a hallmark of anti-SARS-
CoV-2 mucosal immunity (Pizzorno et al., 2020). Interestingly,
another study has also reported that the nasal ISGs expression was
higher in pediatric than in adult patients infected with SARS-
CoV-2 (Pierce et al., 2021), which could explain the differences in
disease severity observed between these two populations. How-
ever, the pediatric patients included in the latter study were in fact
symptomatic and presenting to the emergency department (Pierce
et al., 2021), suggesting that their immune response was not
comparable to typically asymptomatically infected children.

Using FilmArray technology, we found that the nasal IFN-1/III
score was commensurate to the viral load and to virus infectivity,

Lopez et al.
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which is interesting, since SARS-CoV-2 RT-PCR results are
often difficult to interpret in clinical routine when Ct values are
high and in the absence of clinical manifestation (Han et al.,
2021). The nasal ISG-I/III score could therefore be used as a
biomarker of active SARS-CoV-2 infection in combination with
SARS-CoV-2 RT-PCR to rapidly help in the identification of
patients at risk of virus transmission and reciprocally help to
avoid quarantine measures in patients who do not or no longer
represent a possible source of contamination.

We also found that a sizeable fraction of critically ill patients
had a low nasal IFN-I/III score despite a high viral load. These
data extend previous findings that the blood IFN-I signature or
the serum IFN-I concentration was very low in a subset of
critically ill patients (Trouillet-Assant et al., 2020b; Bastard et al.,
2020). Thus, the measurement of the nasal IFN-I/III score could
be used to help stratify patients and identify patients at risk of
developing severe symptoms at early stages of infection. Many
COVID-19 therapeutic treatments are currently being tested
(for a review, see Canedo-Marroquin et al., 2020), and it is
likely that their efficacy will depend on their timely adminis-
tration during the infection (Park and Iwasaki, 2020), which
prompts the identification of early markers of disease severity.
We also detected IFN-I auto-Abs in both serum and nasal swabs
in a fraction of critically ill patients, in particular in patients
with a low nasal IFN-I/III score despite a high viral load. These
data suggest that IFN-I auto-Abs could explain the low nasal
IFN score in a subset of patients and thus that IFNs-I are the
main drivers responsible for inducing protective ISGs signatures
in the nasal epithelium compared with IFNs-III. The observation
that a few patients with IFN-a, auto-Abs without IFN-w auto-
Abs had a high nasal IFN-I/III score suggests a redundancy be-
tween IFN-a and IFN-w in this process. The blockade of IFN-I
signaling at the site of virus infection could help virus dissemi-
nation by preventing the IFN-I system to render epithelial and
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other ACE2-expressing cells refractory to infection. We dem-
onstrated this experimentally using a reconstructed epithelium
that we infected with SARS-CoV-2 and in which we showed that
serum auto-Abs could block the effects of both IFN-a and IFN-w.
A recent study has reported the presence of IFN-I auto-Abs in
tracheal aspirates as well (de Prost et al., 2021), suggesting that
auto-Abs could block IFN-I signaling at multiple sites. We ob-
served that some critically ill patients had a fairly low viral load
despite the presence of anti-IFN-I auto-Abs. This could be ex-
plained by later sampling for these patients, associated with a
spread of the infection to the lower lungs (Wang et al., 2020).
As recently discussed (Stertz and Hale, 2021), many questions
remain, such as how auto-Abs that are produced at modest titers
in the serum (Goncalves et al., 2021) block IFN-I at mucosal sites
where their diffusion is likely rather limited, even though we
detected them in the present study. Moreover, auto-Abs are
difficult to manage in clinical practice (de Prost et al., 2021;
Bastard et al., 2021a), and it is unclear which therapies should be

Lopez et al.
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administered to COVID-19 patients upon detection of IFN-I auto-
Abs. Our findings suggest that early therapy with IFN-f, which is
apparently not neutralized in most patients with auto-Abs against
IFN-I and the response to which is not affected in most patients
with inborn defects of IFN-I, may prevent the development of
critical disease. An alternative is IFN-III, which displayed antiviral
activity in our in vitro system regardless of the presence of IFN-I
auto-Abs. Other studies have shown its efficacy in animal models
(Park and Iwasaki, 2020). Many clinical trials on the prophylactic
and therapeutic use of IFNs for COVID-19 care are ongoing (Sallard
et al., 2020) and might bring answers to these questions.

Material and methods

Participants and ethics statement

HC participants

HCs were recruited among donors to the Lyon blood transfusion
center (Etablissement Francais du Sang) and were considered as
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0.001).

a control group. According to French procedures, a written
nonopposition to the use of donated blood for research purposes
was obtained from HCs. The donors” personal data were ano-
nymized before transfer to our research laboratory. We obtained
approval from the local ethical committee and the French min-
istry of research (DC-2008-64) for handling and conservation of
these samples.

Mildly symptomatic COVID-19 participants

A prospective longitudinal cohort study was conducted at the
Hospices Civils de Lyon (university hospital of Lyon, France)
including health care workers aged >18 yr, having given their
written consent, accepting a 6-wk follow-up, and displaying at
least one of the following symptoms suggestive of a SARS-CoV-2
infection: fever, respiratory symptoms, headache, anosmia, and
ageusia (Trouillet-Assant et al., 2020a). Exclusion criteria were
being pregnant or lactating. The COVID-19 diagnosis was con-
firmed by quantitative RT-PCR (Cobas SARS-CoV-2 Test; Roche

Lopez et al.
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Diagnostics). The NP swab used were either in Copan Universal
Transport Medium or in Cobas PCR medium tube. Clinical and
microbiological data were collected for all included health care
workers. Patients with a positive RT-PCR result at inclusion (V1)
came back weekly (V2, V3, and V4) for blood and NP sampling
until negativation (assessed by RT-PCR). Ethics approval was
obtained from the national review board for biomedical re-
search in April 2020 (Comité de Protection des Personnes Sud
Méditerranée I, Marseille, France; ID RCB 2020-A00932-37),
and the clinical study was registered at www.clinicaltrials.gov
(NCT04341142, v3).

Critically ill COVID-19 patients

All critically ill patients, admitted to the ICU, were included in
the MIR-COVID study. This study was registered to the Com-
mission nationale de l'informatique et des libertés (French na-
tional data protection commission) under the number 20-097 and
was approved by an ethical committee for biomedical research
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(Comité de Protection des Personnes HCL) under the number
20-41. In agreement with the General Data Protection Regula-
tion (Regulation [EU] 2016/679 and Directive 95/46/EC) and the
French data protection law (law 78-17 on 06/01/1978 and Décret
2019-536 on 29/05/2019), we obtained consent from each pa-
tient or his/her next of kin. During the ICU stay, blood collected
on EDTA tubes were used for anti-IFN antibody investigation as
previously described. For this study, nasal swabs used for
molecular SARS-CoV-2 screening at hospital admission were
collected for additional experiments.

Whole-blood transcriptomic assessment

Total RNA was extracted from PAXgene tubes using the Max-
well 16 LEV simplyRNA Blood kit (Promega), following the
manufacturer’s guidelines. RNA quantity was determined using
a Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). 200 ng total RNA was
hybridized with the nCounter Host Response panel (#LBL-
10805-01; NanoString) and counted on an nCounter FLEX
platform according to the manufacturer’s guidelines. Table S1
provides more information on the panel and the genes mea-
sured. Raw counts were normalized using internal positive
standards and 12 housekeeping genes. Using ROSALIND Nano-
String Gene Expression packages (https://rosalind.onramp.bio/),
we performed differential expression analysis and gene set
analysis with a cutoff at +1.5-fold change and an adjusted P value <
0.05. Gene expression signatures were generated by summing for
each of the 60 signatures encompassed in the panel (LBL-10805-
01_nCounter_Host_Reposne_Gene_List annotation file) the nor-
malized counts of each gene divided by the median of expression
in the control group. Statistical analysis and graphics were per-
formed using Prism 9 software (https://www.graphpad.com).

FilmArray IFN panel

The first prototype of the IFN pouch encompasses four ISGs (IFN
a inducible protein 27, IFI44L, IFN-induced protein with tetra-
tricopeptide repeats 1, radical S-adenosyl methionine domain
containing 2) and three housekeeping genes (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1, peptidylprolyl isomerase B, and 2,4-
dienoyl-CoA reductase 1) for signal normalization. 100 pl PAXgene
blood or nasal pharyngeal swab samples was tested using the IFN
prototype (Tawfik et al., 2020) according to the manufacturer’s
instructions. In brief, the pouches were hydrated with the hydra-
tion solution supplied with the kit. The PAXgene blood or nasal
pharyngeal swab samples were mixed with 800 pl of the sample
buffer provided with the kit and directly injected into the pouch and
ran on FilmArray 2.0 and FilmArray Torch instruments (BioFire
Diagnostics). Results were delivered in <1 h. Using a research ver-
sion of the instrument, real-time quantification cycle values and
post-amplification melt peaks were determined for each assay. The
normalized expression values of each assay were then computed
using the internal reference genes. The nasal pharyngeal ISGs score
was calculated using the same method applied for PAXgene sample
as previously described (Pescarmona et al., 2019).

IFN-o and IFN-w concentration determination
Serum IFN-o, concentrations (fg/ml) from plasma were mea-
sured by single-molecule array using a commercial kit for
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IFN-a, quantification (Quanterix). The assay was based on a
three-step protocol using an HD-1 Analyzer (Quanterix) and
required 3 h of processing time from sample to result acquisition
(Wilson et al., 2016). Plasma IFN-1 concentrations were deter-
mined using Meso Scale Discovery U-PLEX platform.

Viral load measurement

The SARS-CoV-2 load was determined from the nasal pharyn-
geal swabs using SARS-CoV-2 R-gene kit (bioMérieux). Briefly,
nucleic acid extraction was performed from 0.2 ml nasal pha-
ryngeal swabs on NUCLISENS easyMAG, and amplification was
performed using Bio-Rad CFX96. The viral load was quantified
using four internally developed quantification standards (QSI-
QS4 at 2.5 x 10°, 2.5 x 10%, 2.5 x 10%, and 2.5 x 10% cp/ml, re-
spectively, of SARS-CoV-2 N gene DNA). These quantification
standards were quality checked and quantified using the
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) and
Applied Biosystems QuantStudio 3D Digital PCR. In parallel,
nasal pharyngeal swabs were tested using the CELL Control
R-GENE kit (amplification of the HPRTI housekeeping gene) that
contains two quantification standards (QS1 at 10* cp/ul DNA
standard that is 50,000 cells/PCR [i.e., 1.25 x 106 cells/ml in our
conditions] and QS2 at 10° cp/pl DNA standard that is 5,000
cells/PCR [i.e., 1.25 x 105 cells/ml in our conditions]) to nor-
malize the viral load according to the sampling quality (loglO
[(number of SARS-CoV-2 copies per milliliter/number of cells
per milliliter) x 10¢ cells per milliliter]).

Viral culture

Viral culture was performed following interim biosafety guide-
lines established by the World Health Organization [WHO/WPE/
GIH/2020.3] from nasal pharyngeal swabs in Universal Trans-
port Medium. RT-PCR-positive nasal pharyngeal swabs were
inoculated on confluent Vero cells (ATCC CCL-81) in Eagle’s mini-
mum essential media supplemented with 2% penicillin-streptomycin,
1% L-glutamine, and 2% inactivated fetal bovine serum. Plates were
incubated at 33°C (which was determined to be the optimal tem-
perature for virus cultures) and 5% CO, for 96 h. Cytopathic effects
were monitored daily; samples were harvested when positive,
while negative samples at 96 h underwent subculture on new
plates. Culture supernatants were sampled at 2 h after inoculation,
at 96 h, and after an additional 96 h on subculture. RNA from su-
pernatants were extracted by the automated MGISP-960 work-
station using MGI Easy Magnetic Beads Virus DNA/RNA Extraction
Kit (MGI Tech), and SARS-CoV-2 detection was performed using
TaqPath COVID-19 CE-IVD RT-PCR kit on a QuantStudio 5 Sys-
tem (Applied Biosystems and Thermo Fisher Scientific).

Serological investigation

The presence of anti-SARS-CoV-2 antibodies was evaluated
using the Wantai Ab assay detecting total antibodies against the
receptor-binding domain of the S protein.

The presence of anti-IFN-a, antibodies was investigated
using a commercially available kit (Thermo Fisher Scientific;
Goncalves et al., 2021). The neutralizing capacity of patient sera
against IFN-o was then evaluated as previously described (Bastard
et al., 2021c).
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Viral infection and IFN treatment in reconstituted HAE

MucilAir nasal HAE reconstituted from human primary cells
was provided by Epithelix SARL and maintained in air-liquid
interphase at 37°C and 5% CO, in specific culture medium in
Costar Transwell inserts (Corning) according to the manu-
facturer’s instructions. 1 d before infection (d-1), HAEs were
mock treated or treated through the basolateral pole with a 2 ng/
ml or 20 ng/ml final dilution of recombinant IFN-o,, IFN-B,,
IFN-A,, IEN-A,, IFN-A; (PBL Assay Science), or IFN-w (Merck) in
700 pl MucilAir culture medium. To assess the potential neu-
tralizing effect of anti-IFN-I antibodies, recombinant IFN-ay,
was preincubated (37°C, 1 h) before addition to HAE with a 1% final
dilution of inactivated (56°C, 30 min) pre-COVID-19-pandemic
patient sera, containing or not anti-IFN-a antibodies collected
from autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal
dystrophy patients and HCs, respectively. A third serum, ob-
tained from a non-autoimmune polyendocrinopathy-candidia-
sis-ectodermal dystrophy patient who tested positive for auto-
Abs against type I IFNs, was also used as control. 24 h after IFN
treatment (dO) in the presence or not of sera, the apical poles of
HAE were gently washed twice with warm OptiMEM medium
(GIBCO BRL and Thermo Fisher Scientific) and then infected
with a 150 ul dilution of SARS-CoV-2 virus in OptiMEM medium
at a multiplicity of infection of 0.1, as previously described
(Pizzorno et al., 2020). Basolateral treatment with recombinant
IFN (with or without sera) was repeated 1 hpi (hour postinfec-
tion) in the same conditions as on d-1. Variations in trans-
epithelial electrical resistance (TEER) were measured using a
dedicated volt-ohm meter (EVOM2, Epithelial Volt/Ohm Meter)
and expressed in Ohm/cm?. At 54 hpi, HAE apical poles were
washed with warm OptiMEM and collected in two tubes, one for
TCID50 viral titration and one for quantification of viral genome
by RT-PCR. HAE cells were harvested in RLT buffer (Qiagen),
and total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen)
for subsequent gene expression analyses.

Statistical analysis

Nonparametric Wilcoxon-Mann-Whitney tests and Spearman’s
correlation tests were performed for all comparisons, unless
otherwise specified. A 2 test was performed to analyze con-
tingency tables. To calculate the virus load threshold that better
divided patients into two ISGs groups, we used the lowest P
value of nonparametric significance test (Wilcoxon rank sum)
iteratively applied to the ISGs score, split over normalized nasal
viral load thresholds ranging from minimum (0.60) to maxi-
mum detected values (9.00) with a step of 0.01. All statistical
analyses were conducted using R (the R Foundation; https://
www.r-project.org/foundation/, version 3.6.1) and GraphPad
Prism 8.3.0 software. A P value of < 0.05 was considered sta-
tistically significant. Correlations were only performed on du-
ally detected samples.

Online supplemental material

Fig. Sl is a graphical outline of the study. Fig. S2 shows a heat-
map of genes differentially expressed between COVID-19 pa-
tients at different time points after symptom onset. It also shows
seroconversion relative to time after symptom onset and the
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relations between the IFN score and clinical or virological pa-
rameters. Fig. S3 shows the dynamics of blood expression of
transcripts related to different immune pathways during SARS-
CoV-2 infection. Fig. S4 shows the correlation between blood
IFN-I/1II scores and serum IFN-A, levels. Fig. S5 shows the effect
of a serum from a non-APS-1 patient containing IFN-I auto-Abs
on the antiviral activity of IFN-I in the HAE model of SARS-
CoV-2 infection. Table SI lists all genes whose expression is
measured in the host response NanoString panel and functional
annotation of these genes. Table S2 lists genes differentially
expressed between blood cells in mild COVID-19 patients at di-
agnosis and blood cells from HCs. Table S3 is a contingency table
relative to IFN-o auto-Ab detection from nasal and plasma paired
samples from mildly symptomatic and critically ill COVID-19
patients.
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Figure S1.  Graphical outline of the study. Parts of the figure were drawn by using pictures from Servier Medical Art (http://smart.servier.com/), licensed
under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Simoa HD-1 illustration used with permission
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Figure S2. Whole-blood transcriptomic analysis at different time points post-diagnosis. (A) Unsupervised clustering of V1 (orange columns) and V2-v4
samples (blue columns) and DEGs, measured using the NanoString host response panel. The green vertical bar highlights the 17 genes down-regulated at V1
compared with V2/V3/V4, and the purple bar highlights the 106 genes up-regulated at V1 compared with V2/V3/V4. (B) Histogram bars showing the per-
centage of seroconverted (Wantai total SARS-CoV-2 Ig) patients within the cohort of mildly symptomatic COVID-19 health care workers at the different time
points of the longitudinal follow-up. (C) Pearson correlation table between NanoString IFN score, nasal viral load, age, body mass index (BM!I), and delay after
symptoms.
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Figure S3. Dynamics of induction in the blood of different immune pathways during SARS-CoV-2 infection. (A-F) Boxplots showing the blood ex-
pression score for different pathways significantly modulated from V1 to V4. A Kruskal-Wallis with uncorrected Dunn’s test was used for statistical analysis of
data presented in this figure (multiple comparisons; ***, P < 0.001).
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Figure S5. Sera containing anti-IFN-I antibodies neutralize IFN-a, antiviral activity in a reconstituted HAE model of SARS-CoV-2 infection. The effect
of a serum from a non-APS-1 patient containing IFN-I auto-Abs was evaluated in a reconstituted HAE model of SARS-CoV-2 infection. (A) Nasal HAEs were
treated (24 h before and 1 h after SARS-CoV-2 infection) with recombinant IFN-a; in the presence or absence of the indicated sera. Apical washes were
performed 54 hpi, and viral titers were determined by RT-PCR. Results are representative of three biological replicates and expressed as relative to the mock-
treated control. (B) Apical infectious viral titers 54 hpi determined by TCID50. The dotted line depicts the limit of detection. (C) A TEER between t = 0 and t = 54 hpi.
(D) Relative expression of IFI44L assessed using FilmArray technology from total cellular RNA extracted after infection. In the figure, bars and error bars
represent mean and SD, respectively. A Kruskal-Wallis with uncorrected Dunn’s test was used for statistical analysis of data presented in this figure
(multiple comparisons; *, P < 0.05; **, P < 0.01). In all conditions, the reference condition was SARS-CoV-2 alone (white bars).

Tables S1 and S2 are provided online as separate Excel files, and Table S3 is provided online as a separate PDF. Table S1 lists all
genes whose expression is measured in the host response NanoString panel and functional annotation of these genes. Table S2 lists
genes differentially expressed between blood cells in mild COVID-19 patients at diagnosis and blood cells from HCs. Table S3isa 2 x 2
contingency table relative to IFN-a auto-Ab detection from nasal and plasma paired samples from mildly symptomatic and critically ill
COVID-19 patients.
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