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Insufficient type I IFN immunity underlies
life-threatening COVID-19 pneumonia

Un défaut de l'immunité dépendante des interférons de type I
peut étre responsable des formes pulmonaires séveres de
COVID-19

Paul Bastard® » ¢, Qian Zhang¢, Aurélie Cobat® b Emmanuelle Jouanguy® b,c

Shen-Ying Zhang® ¥ ¢, Laurent Abel® ¥ ¢ and Jean-Laurent Casanova®* % b ¢ 4

@ Laboratory of Human Genetics of Infectious Diseases, Necker Branch, Inserm
U1163, Necker Hospital for Sick Children, Paris, France

b University of Paris, Imagine Institute, Paris, France

¢ St. Giles Laboratory of Human Genetics of Infectious Diseases, Rockefeller Branch,
The Rockefeller University, New York, NY, USA

4 Howard Hughes Medical Institute, New York, NY, USA

Current address: Laboratoire de génétique humaine des maladies infectieuses,
INSERM U1163, Institut Imagine, 24 bd du Montparnasse, 75015 Paris, France
(J.-L. Casanova)

E-mails: paul.bastard@institutimagine.org (P. Bastard),
qzhang02@mail.rockefeller.edu (Q. Zhang), aurelie.cobat@inserm.fr (A. Cobat),
emmanuelle.jouanguy@inserm.fr (E. Jouanguy), shenying.zhang@inserm.fr
(S.-Y. Zhang), laurent.abel@inserm.fr (L. Abel), jean-laurent.casanova@inserm.fr
(J.-L. Casanova)

Abstract. We established the COVID Human Genetic Effort (www.covidhge.com) to discover the hu-
man genetic and immunological bases of the vast interindividual clinical variability between humans
infected with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). We found that about 3%
of patients with life-threatening coronavirus disease 2019 (COVID-19) pneumonia were ill because of
inborn errors of genes controlling type I interferon (IFN)-dependent immunity (which controls in-
fluenza virus), and at least 10% of patients with life-threatening COVID-19 pneumonia had neutraliz-
ing auto-Abs against some of the 17 individual type I IFNs. These findings indicate that impaired type
ITFN immunity underlies life-threatening COVID-19 pneumonia in at least 13% of patients. These dis-
coveries pave the way for further research into unexplained severe cases, and provide a rationale for
preventing and treating the disease in individuals at risk, with recombinant type I IFNs.
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Résumé. Nous avons créé le COVID Human Genetic Effort (www.covidhge.com) afin de découvrir
les bases génétiques et immunologiques expliquant I'immense variabilité clinique interindividuelle
entre les humains infectés par le nouveau coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-
CoV-2). Nous avons découvert qu’environ 3% des patients atteints de pneumonie sévere a coronavirus
2019 (COVID-19) menacant leur pronostic vital étaient malades en raison de défauts génétiques dans
les génes contrélant 'immunité dépendant de la voie de 'interféron (IFN) de type I (qui controle le
virus de la grippe), et qu’au moins 10% de ces patients avaient des auto-anticorps neutralisants contre
certains des 17 IFN de type L. Ces résultats indiquent qu'un défaut de 'immunité dépendante des IFN
de type I est al’'origine de la sévérité de la pneumopathie 8 COVID-19 chez au moins 13% des patients.
Ces découvertes ouvrent la voie a d’autres recherches sur des cas graves inexpliqués de COVID-19 et
sont un argument en faveur de I'utilisation d’IFNs de type I recombinants pour la prévention et le
traitement de la maladie chez les personnes a risque.

Keywords. Life-threatening COVID-19, Pneumonia, Type I interferons, Inborn errors of immunity,
Autoantibodies.
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Interindividual clinical variability in humans in-
fected with severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 (SARS-CoV-2) is immense, ranging from
silent infection in most individuals to lethal coro-
navirus disease 2019 (COVID-19) in a small mi-
nority [1-3]. Early in the epidemic, epidemiologi-
cal studies identified three major risk factors for
severe COVID-19: being male, elderly, and, to a
lesser extent, having other medical conditions. Age
is, by far, the most significant of these risk factors,
with the risk of life-threatening COVID-19 in in-
fected subjects about five times higher, and mor-
tality more than 10 times higher, in patients over
the age of 80 years than in those under the age of
50 years [4-6]. However, interindividual clinical vari-
ability remains considerable in all age groups. In
the face of this global challenge, we established the
COVID Human Genetic Effort (http://www.covidhge.
com) to recruit patients from around the world with
life-threatening COVID-19 pneumonia, defined as
a requirement for intubation or high-flow oxygen
therapy in patients infected with SARS-CoV-2 [7].
We also recruited individuals with PCR-confirmed
SARS-CoV-2 infection with very mild symptoms, or
no symptoms at all, requiring no clinical interven-
tion. The life-threatening pneumonia and asymp-
tomatic/mild symptoms control cohorts were both
composed of individuals of diverse genetic back-
grounds and both sexes, aged from one month to
99 years. The exome or genome of these patients
was sequenced, to test the general hypothesis that
some inborn errors of immunity may underlie severe
forms of COVID-19, in at least some patients. This
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hypothesis was formulated on the basis of 25 years
of research into the human genetic and immunologi-
cal bases of other severe infectious diseases [8-11].
In particular, our laboratory has shown that the
three principal genetic etiologies of critical influenza
virus pneumonia in previously healthy patients with
normal resistance to other infections are mutations
of the IRF7, TLR3, and IRF9 genes [12-14]. This
work paved the way for the discovery of inherited
MDAS deficiency in children with other severe forms
of viral pneumonia [15-17].

We first tested the simple, specific hypothesis
that monogenic defects of the TLR3- and IRF7-
dependent type I interferon (IFN) pathway already
known to underlie life-threatening influenza pneu-
monia might also underlie life-threatening COVID-
19 pneumonia [8, 18]. We have identified IRF7, IRF9,
and TLR3 variants as monogenic causes of life-
threatening influenza pneumonia, with defects of all
three of these genes resulting in impaired type I [FN
production and amplification in response to viral
infections [12-14]. We and others have also identi-
fied other monogenic defects of the related type I
IEN circuit responsible for herpes simplex encephali-
tis (HSE) or severe infections due to live attenu-
ated vaccines [19-26]. We therefore focused on 13
loci from the type I IFN circuit as candidates causal
genes for severe COVID-19: TLR3, UNC93BI1, TRAF3,
TICAM1/TRIF, TBK1, IKBKG/NEMO, IRF3, IRF7, IF-
NARI, IFNAR2, STATI1, STAT2, and IRF9. We found
that there was a significant enrichment in predicted
loss-of-function (pLOF) variants with a minor allele
frequency (MAF) < 0.001 at these 13 loci in patients
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with life-threatening COVID-19 pneumonia (9/659),
relative to asymptomatic/mildly affected controls
(1/534), resulting in an odds ratio of 8.28 (95% con-
fidence interval = 1.04 to 65.64, p < 0.01) [27].
Overall, we found 118 nonsynonymous variants with
a MAF < 0.001 at these 13 loci in patients with
life-threatening COVID-19. We performed functional
testing on these 118 variants and found that 23 pa-
tients carried 24 LOF or severely hypomorphic vari-
ants (one patient carried compound heterozygous
variants of IRF7). Two of these patients had autoso-
mal recessive (AR) IRF7 defects and another two had
AR IFNARI defects. Remarkably, none had ever been
hospitalized for severe viral infections before COVID-
19. Plasmacytoid dendritic cells from IRF7-deficient
patients produced no type I IFN upon infection with
SARS-CoV-2 (innate immunity), whereas TLR3™/~,
TLR3*/~, IRF7~/~, and IFNAR1™/~ fibroblasts were
susceptible to SARS-CoV-2 infection in vitro (intrin-
sic immunity). Collectively, these data suggest that
inborn errors of TLR3- and IRF7-dependent type I
IFN immunity underlie life-threatening COVID-19
pneumonia [27].

This discovery led us to test the hypothesis that
severe COVID-19 might result from disruptions to
type I IFN immunity of other causes in other patients.
B-cell autoimmune infectious phenocopies of three
inborn errors of cytokine immunity have been de-
scribed, in which neutralizing autoantibodies (auto-
Abs) against interferon-y (IFN-y) (mycobacterial dis-
ease), interleukin-6 (IL-6) (staphylococcal disease),
and IL-17A and IL-17F (mucocutaneous candidia-
sis) mimic the clinical phenotypes of germline mu-
tations of the genes encoding the corresponding cy-
tokines or receptors [8,28-34]. Auto-Abs against type
I IFN have been reported in patients with a few un-
derlying noninfectious conditions, but not in pa-
tients with severe viral infections, with the excep-
tion of a patient described by Ion Gresser in [35].
We hypothesized that neutralizing auto-Abs against
type I IFNs would act as a phenocopy of inborn
errors of type I IFN immunity and could underlie
life-threatening COVID-19. We showed that 101 of
987 patients (10.2%) with life-threatening COVID-
19 pneumonia had neutralizing auto-Abs against
IFN-w (13 patients), against the 13 types of IFN-«
(36), or against both (52), at the onset of COVID-
19. Conversely, none of the 663 asymptomatic/mildly
affected controls had auto-Abs (p < 10716), and only
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4 of 1227 (0.33%) healthy individuals (P < 107!6)
had auto-Abs before the pandemic. The patients with
auto-Abs were aged 25 to 87 years (half were over the
age of 65 years) and of various ancestries. Remark-
ably, 95 of the 101 patients with auto-Abs were men
(94%). We showed that plasma from eight patients
with auto-Abs prevented IFN-«2 from exerting its an-
tiviral activity to block SARS-CoV-2 infection in target
cell lines in vitro. Moreover, we showed that all 41 pa-
tients with neutralizing auto-Abs against the 13 types
of IFN-« tested had low (one patient) or undetectable
(40 patients) plasma concentrations of the 13 types of
IFN-« in vivo during the course of the disease. There-
fore, neutralizing auto-Abs against type I IFNs under-
lie life-threatening COVID-19 pneumonia in at least
10% of patients [36].

Thus, overall, we found that about 3% of patients
with life-threatening COVID-19 pneumonia were sick
because of inborn errors of type I IFN immunity, and
at least 10% of patients with life-threatening COVID-
19 had neutralizing auto-Abs against type I IFNs [37,
38]. These discoveries revealed the essential role of
type I IFNs in protective immunity against SARS-
CoV-2 infection. Type I IFNs may act against SARS-
CoV-2 via innate immunity, involving plasmacytoid
dendritic cells in particular, or via intrinsic immu-
nity, involving pulmonary epithelial cells in particu-
lar [12, 13]. It seems ironic that severe COVID-19 can
result from an autoimmune, adaptive attack against
intrinsic and innate immunity, and it is intriguing
that so many causal variants can be found by test-
ing only 13 genes known to confer susceptibility to
severe viral infections, including life-threatening in-
fluenza. It is tempting to speculate that causal vari-
ants of the >500 other type I IFN-related genes may
be found in other patients. These findings have vari-
ous clinical implications. The discovery of inborn er-
rors of type I IFN immunity in patients with severe
COVID-19 suggests that type I IFNs may be benefi-
cial if administered to such patients early in infec-
tion. These patients may benefit from IFN-[3 or IFN-
«2, administered subcutaneously or nebulized. Pa-
tients at risk of severe disease due to their age may
also benefit from either of these forms of IFN, even
in the absence of genetic information, provided the
IFN is administered early enough. The management
of patients with auto-Abs against type I IFNs is likely
to prove more difficult. It is, nevertheless, tempting
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to suggest the use of IFN-{3, as the auto-Abs of these
patients very rarely neutralize this specific type of
IEN. Clearly, these patients would not be expected
to respond to IFN-x2. Given the apparent increase
in the prevalence of auto-Abs against type I IFNs
with age, and their higher prevalence in men, IFN-[3
could be proposed to all men, or even to all patients

French version

La variabilité clinique interindividuelle chez les hu-
mains infectés par le coronavirus 2 du syndrome res-
piratoire aigu sévere (SRAS-CoV-2) est immense, al-
lant d'une infection silencieuse chez la plupart des
individus a des formes tres séveres de la maladie a
coronavirus 2019 (COVID-19) chez une petite mino-
rité des patients [1-3]. Au début de I'épidémie, des
études épidémiologiques ont identifié trois facteurs
de risque principaux pour les COVID-19 sévéres :
I'age élevé et -dans une moindre mesure- le sexe
masculin et la présence de comorbidités. L'age est,
de loin, le plus important de ces facteurs de risque,
le risque de COVID-19 sévere chez les sujets infec-
tés étant environ cing fois plus élevé, et la morta-
lité plus de dix fois plus élevée, chez les patients
de plus de 80 ans que chez ceux de moins de 50
ans [4-6]. Toutefois, la variabilité clinique interindi-
viduelle reste considérable dans toutes les tranches
d’age. Face a ce défi mondial, nous avons créé le CO-
VID Human Genetic Effort (www.covidhge.com) afin
de recruter des patients du monde entier souffrant
de pneumonies COVID-19 séveres, définies comme
une nécessité d’intubation ou d’oxygénothérapie a
haut débit chezles patients infectés par le SARS-CoV-
2 [7]. Nous avons également recruté des personnes
atteintes d'une infection par le CoV-2-SARS confir-
mée par PCR mais présentant des symptomes tres
légers, voire aucun symptome, et ne nécessitant au-
cune intervention clinique. Les cohortes de cas de
pneumonie sévere et de controles infectés peu ou
pas symptomatiques étaient toutes deux composées
d’individus d’origines ethniques diverses agés d'un
mois a 99 ans. Lexome ou le génome de ces pa-
tients a été séquencé, afin de tester 'hypothése géné-
rale selon laquelle certaines erreurs innées d'immu-
nité pourraient étre a l'origine de formes graves de
COVID-19, chez au moins certains patients. Cette hy-
pothése a été formulée sur la base de 25 années de re-
cherche sur les bases génétiques et immunologiques
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over the age of 60 years, diagnosed with SARS-CoV-
2 infection. Another important implication of the
discovery of neutralizing auto-Abs, is that partic-
ular care should be taken to screen convalescent
plasma destined for therapeutic use for these auto-
Abs, which might otherwise be detrimental to the
recipients.

humaines d’autres maladies infectieuses graves [8—
11]. En particulier, notre laboratoire a montré que
les trois principales étiologies génétiques de la pneu-
monie séveére due au virus de la grippe chez des
patients précédemment en bonne santé et présen-
tant une résistance normale a d’autres infections
sont liées a des mutations des génes IRF7, TLR3 et
IRF9 [12-14]. Ces travaux ont ouvert la voie a la dé-
couverte d'un déficit héréditaire en MDA5 chez les
enfants atteints d’autres formes graves de pneumo-
pathies virales [15-17].

Nous avons d’abord testé 'hypothése spécifique
selon laquelle des défauts monogéniques de la voie
de I'interféron de type I (IFN) dépendant de TLR3 et
de IRF7, déja connus pour étre a I'origine de pneu-
monies grippales séveres, pourraient également étre
a l'origine de pneumonies COVID-19 séveres [8, 18].
Nous avons précédemment identifié des variants
dans les genes IRF7, IRF9 et TLR3 comme étant des
causes monogéniques de pneumopathies grippales
potentiellement mortelles, les défauts de ces trois
génes entrainant une altération de la production
et de 'amplification de I'IFN de type I en réponse
aux infections virales [12-14]. Nous avons également
identifié, avec d’autres équipes, des mutations dans
d’autres genes faisant partie du circuit de la pro-
duction ou de la réponse aux IFN de type I, comme
étant responsables de I'encéphalite herpétique ou
d’infections graves dues a des vaccins vivants at-
ténués [19-26]. Nous nous sommes donc concen-
trés sur 13 loci du circuit de I'IFN de type I comme
genes candidats pour les pneumonies COVID-19
séveres : TLR3, UNC93BI, TRAF3, TICAMI/TRIF,
TBK1, IKBKG/NEMO, IRF3, IRF7, IFNARI, IFNAR2,
STAT1, STAT2 et IRF9. Nous avons trouvé un enri-
chissement significatif des variants prédits comme
perte de fonction (pLOF) et ayant une fréquence
d’allele mineure (MAF) <0,001 a ces 13 loci chez
les patients atteints d’'une pneumonie COVID-19
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sévere (9/659), par rapport aux témoins asymptoma-
tiques/peu symptomatiques (1/534), avec un odds
ratio de 8,28 (intervalle de confiance a 95% = 1,04—
65,64, p < 0,01) [27]. Au total, nous avons trouvé 118
variants non synonymes avec une MAF < 0,001 a ces
13 loci chez des patients atteints de formes séveres
de COVID-19. Nous avons testé expérimentalement
ces 118 variants et avons constaté que 23 patients
étaient porteurs de 24 variants perte de fonction ou
trés hypomorphiques. Deux de ces patients présen-
taient des défauts autosomiques récessifs (AR) de
I'IRF7 et deux autres avaient des défauts AR dans
une des deux chaines du récepteur des IFN de type
I (IFNAR1). Fait remarquable, ces patients n’avaient
jamais été hospitalisés pour des infections virales
graves avant le COVID-19. Nous avons montré que
les cellules dendritiques plasmacytoides des patients
déficients en IRF7 ne produisaient pas d’'IFN de
type I suite a I'infection par le CoV-2 du SRAS (im-
munité innée), alors que les fibroblastes TLR3~/-,
TLR3™/~, IRF7~/~ et IFNAR1™/~ étaient sensibles a
I'infection par le CoV-2 du SRAS in vitro (immunité
intrinséque). Collectivement, ces données suggerent
que les erreurs innées de 'immunité a I'IFN de type I
dépendante de TLR3- et de 'IRF7 sont a I'origine de
la pneumonie sévere a COVID-19 [27].

Cette découverte nous a conduits a tester ’hypo-
these selon laquelle une pneumonie COVID-19 grave
pourrait résulter d’'une atteinte de 'immunité dé-
pendante des IFN de type I, mais résultant d’autres
causes chez les patients n’ayant pas ces défauts gé-
nétiques. Des phénocopies auto-immunes de trois
erreurs innées de I'immunité aux cytokines ont été
décrites, dans lesquelles des auto-anticorps (auto-
Ac) neutralisants contre l'interféron-y (IFN-y) (in-
fections mycobactériennes), l'interleukine-6 (IL-6)
(infections staphylococciques), et I'IL-17A et 'IL-17F
(candidose muco-cutanée) miment cliniquement les
phénotypes infectieux des patients ayant des mu-
tations germinales des genes codant les cytokines
ou récepteurs correspondants [8, 28-34]. Des auto-
Ac contre les IFNs de type I ont été rapportés chez
certains patients présentant d’autres maladies non
infectieuses sous-jacentes, mais pas chez des pa-
tients atteints d’infections virales graves, a 'excep-
tion d’'un malade décrit par Ion Gresser en [35].
Nous avons donc émis 'hypothése que la neutra-
lisation des auto-Ac contre 'IFN de type I agirait
comme une phénocopie auto-immune des défauts

C. R. Biologies — 2021, 344, n° 1, 19-25

génétiques de l'immunité liée a I'IFN de type I
et pourrait donc étre a l'origine d'un COVID-19
potentiellement mortelle. Nous avons montré que
101 des 987 patients testés (10,2%) souffrant de
pneumonie sévere du COVID-19 avaient des auto-
Ac neutralisants contre 'IFN-w (13 patients), les 13
types d'IFN-« (36), ou les deux (52), au début de
leur maladie. Au contraire, aucun des 663 témoins
asymptomatiques/pauci-symptomatiques n’avaient
d’auto-anticorps (p < 10719), et seulement 4 des 1227
(0,33%) individus sains testés avaient des auto-Ac
avant la pandémie (p < 1071°). Les patients atteints
d’auto-Acs étaient agés de 25 a 87 ans (la moitié
avait plus de 65 ans) et d’origine ethnique diverse.
Fait remarquable, 95 des 101 patients avec des auto-
Ac et une forme sévere de COVID-19 étaient des
hommes (94%). Nous avons montré que le plasma
de patients ayant des auto-Ac empéchaient I'TFN-x2
d’exercer son activité antivirale et de bloquer I'infec-
tion par le SRAS-CoV-2 dans des lignées cellulaires
in vitro. De plus, nous avons montré que les 41 pa-
tients ayant des auto-Acs neutralisants contre les 13
types d'TFN-« testés avaient tous des concentrations
plasmatiques faibles (un patient) ou indétectables
(40 patients) des 13 types d'IFN-« in vivo pendant la
phase aigué de la maladie. Par conséquent, les auto-
Ac neutralisants les IFN de type I expliquent la pneu-
monie sévere a COVID-19 chez au moins 10% des
patients [36].

Ainsi, nous avons découvert qu’'environ 3% des
patients atteints de pneumonie sévere a COVID-19
étaient malades en raison de défauts génétiques de
I'immunité IFN de type I, et qu'au moins 10% des
patients atteints de pneumopathie sévere a COVID-
19 avaient des auto-Ac neutralisants contre les I[FN
de type I [37, 38]. Ces découvertes ont révélé le
role essentiel IFN de type I dans I'immunité pro-
tectrice contre l'infection par le SRAS-CoV-2. Les
IFN de type I peuvent agir contre le SRAS-CoV-2
via 'immunité innée, impliquant les cellules den-
dritiques plasmacytoides en particulier, ou via I'im-
munité intrinseque, via par exemple les cellules épi-
théliales pulmonaires [12, 13]. Il semble assez iro-
nique que les formes séveres de COVID-19 puissent
résulter d'une attaque auto-immune et adaptative
contre 'immunité intrinséque et innée, et il est intri-
guant de constater qu'un si grand nombre de variants
morbides puissent étre trouvés en testant seulement
13 genes. 1l est tentant de faire ’hypothese que des
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variants génétiques des au moins 500 autres genes
liés a I'IFN de type I pourraient étre trouvés chez
d’autres patients. Ces résultats ont diverses impli-
cations cliniques. La découverte de défauts géné-
tiques innées de I'immunité de I'IFN de type I chez
les patients atteints de COVID-19 grave suggere que
les IFN de type I peuvent étre bénéfiques s’ils sont
administrés a ces patients au début de l'infection.
Ces patients pourraient bénéficier de I'administra-
tion d'IFN-f3 ou d'IFN-«2, par voie sous-cutanée ou
en nébulisation. Les patients a risque de maladie
grave en raison de leur 4ge peuvent également béné-
ficier de I'une ou l'autre de ces formes d’'IFN, méme
en l'absence d’'information génétique, a condition
que I'TEN soit administré suffisamment tot. La prise
en charge de patients présentant des auto-Acs contre
les IFNs de type I risque de s’avérer plus difficile. Il est
néanmoins tentant de suggérer I'utilisation de 'TFN-
[3, car les auto-Acs de ces patients neutralisent trés
rarement ce type spécifique d'IFN. Par contre, il est
clair que ces patients ne devraient pas réagir a I'IFN-
2. LTIFN-[3 pourrait étre ainsi proposé a tous les su-
jets diagnostiqués avec une infection par le SRAS-
CoV-2 les plus a risque de développer une forme sé-
vere, en particulier les patients de plus de 60 ans. Une
autre implication importante de la découverte des
auto-Ac neutralisantes est qu’il convient de veiller
particulierement au dépistage de ces auto-Ac dans
le plasma de patients convalescents destinés a un
usage thérapeutique, qui pourraient sinon étre pré-
judiciables aux receveurs.
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