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RÉSUMÉ 

 

La plupart des infections par le VIH-1 sont acquises lors de rapports hétérosexuels. 

En Afrique subsaharienne on observe 71 % des infections mondiales et 60 % des 

nouvelles infections par le VIH-1 touchent les femmes. Le tractus génital féminin (TGF) 

constitue la principale porte d’entrée pour le VIH-1 et joue un rôle important dans la 

défense de l’organisme contre les microorganismes pathogènes tout en maintenant une 

tolérance de la flore commensale. On y trouve les cellules épithéliales qui participent à 

l’élaboration des réponses immunes en collaboration avec les cellules dendritiques (DCs), 

mais également d’autres types de cellules immunitaires qui confèrent une protection à la 

muqueuse vaginale, notamment à travers la production de cytokines et de chimiokines. 

Nous avons établi une cohorte de travailleuses du sexe (CSWs) au Bénin et nous avons 

identifié des femmes hautement exposées et séronégatives au VIH-1 (HESN), qui 

demeurent séronégatives après plus de sept années actives dans le travail du sexe. Les 

personnes HESN étant un excellent modèle d’immunité naturelle contre le VIH-1, le but 

de notre projet consiste donc à étudier les cellules immunitaires impliquées dans la 

protection de l’hôte face au VIH-1, au niveau du tractus génital féminin. Nous émettons 

l’hypothèse que le maintien de faibles conditions inflammatoires dans le TGF des femmes 

HESN préviendrait une activation immunitaire excessive en préservant l’intégrité de la 

barrière de la muqueuse vaginale et contribuerait ainsi à maintenir une protection contre 

l’infection par le VIH-1. 

Des études antérieures sur les HESN béninoises et kenyanes ont démontré que ces 

femmes présentent de faibles niveaux d’inflammation dans leur TGF inférieur. En accord 

avec cela, nous avons observé de faibles niveaux de BLyS/BAFF dans la muqueuse 

vaginale des HESN comparativement aux travailleuses du sexe séropositives (CSWs+ 

HIV+). BLyS/BAFF est une molécule importante pour la différenciation des cellules B et 

pour la sélection de cellules B de première ligne de la zone marginale (MZ). De ce fait, 

nous rapportons pour la première fois la présence de cellules B CD1c+ de type MZ qui 

sont capables de se lier naturellement à la gp120 glycosylée, au niveau de la muqueuse 

vaginale. Or, des cellules B CD1c+ exprimant IgG sont augmentées chez les CSWs+ HIV+ 

comparativement aux HESN, ce qui pourrait contribuer à l’hyperglobulinémie observée 
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dans le TGF inférieur des CSWs+ HIV+. Les faibles niveaux de BLyS/BAFF retrouvés 

dans la muqueuse vaginale des HESN semblent donc préserver une homéostasie au sein 

du compartiment B et des cellules B CD1c+ du TGF. De plus, nous y détectons une 

réactivité des IgG1 avec la gp-41 de l’enveloppe virale, qui pourrait contribuer à leur 

immunité naturelle.  

Avec les cellules épithéliales, les DCs sont l’une des premières à être en contact 

avec le virus dans le TGF. Elles jouent un rôle essentiel dans l’orchestration des réponses 

immunitaires. Nous pensons que les DCs contribuent au maintien de faibles conditions 

inflammatoires dans le TGF des HESN, prévenant ainsi l’activation immunitaire 

excessive et préservant l’intégrité de la barrière muqueuse de façon à maintenir une 

protection/contrôle contre le virus. Nous avons caractérisé une population myéloïde 

endocervicale « tolérogénique » HLA-DR+CD14+CD11c+ exprimant HLA-G, ILT4, 

CD103 et de forts taux d’IFN-α et d’IL-10 dont la fréquence relative était augmentée au 

niveau du col de l’utérus des HESN comparativement aux CSWs+ HIV+. De plus, des 

populations Tregs/Tr1 étaient aussi augmentées chez les HESN. Ces données reflètent à la 

fois une réponse antivirale et une contribution au contrôle des conditions inflammatoires 

dans le TGF des HESN. Afin de mieux comprendre la nature des cellules myéloïdes 

tolérogéniques, nous avons voulu dériver des monocytes en cellules dendritiques 

(MoDCs). Toutefois, nous avons remarqué que la différenciation des MoDCs des HESN 

était altérée. Suite à cela, nous avons caractérisé le profil transcriptomique des monocytes. 

Les résultats préliminaires mettent en lumière l’éventuel rôle des récepteurs nucléaires 

NR4A dans la modulation des MoDCs et, possiblement, sur le plan des cellules myéloïdes 

tolérogéniques chez les HESN.   

Dans l’ensemble, ces résultats nous ont permis d’acquérir de nouvelles 

connaissances sur les mécanismes mis en place chez les HESN dans l’immunité naturelle 

contre le VIH-1. 

 

Mots-clés : VIH-1, HESN, tractus génital féminin, immunité naturelle, BLyS/BAFF, 

cellules B innées de la zone marginale CD1c+, isotype, DCs tolérogéniques, Tregs/Tr1, IFN-

α, MoDCs. 
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ABSTRACT 

 

Most HIV-1 infections are acquired through heterosexual intercourse. In sub-

Saharan Africa, 71% of global infections are observed and 60% of new HIV-1 infections 

affect women. The female genital tract (FGT) constitutes a main portal of entry for HIV-

1 and plays an important role in protecting the host against pathogens while maintaining 

a tolerance to a commensal flora. FGT immunity involves genital epithelial cells as well 

as dendritic cells (DCs) and many other types of immune cells which confer protection, 

through the production of chemokines and cytokines. We established a cohort of 

commercial sex workers (CSWs) in Benin and identified HIV-1 highly exposed 

seronegative (HESN) individuals, who remain uninfected after more than seven years of 

active prostitution. These HESN individuals being an exceptional model of natural 

immunity against HIV-1, the aim of our project is to characterize immune cells involved 

in protection from HIV-1 infection, in the female genital tract. We hypothesize that 

maintenance of low inflammatory conditions in the FGT of HESN women helps to prevent 

excessive immune activation likely preserving the mucosal barrier integrity and would 

help to maintain a protection against HIV infection. 

Previous studies of Beninese and Kenyan HESN have shown that these women 

have a low inflammatory profile in their lower FGT. Accordingly, we found that vaginal 

mucosa of HESN had lower soluble BLyS/BAFF levels when compared to HIV-infected 

CSWs (CSWs+ HIV+). BLyS/BAFF is highly recognized for its role in B-cell ontogenesis, 

as well as cell fate decision towards the innate marginal zone (MZ) B-cell pool. For the 

first time, we report the presence of genital MZ-like CD1c+ B-cells that naturally bind to 

fully glycosylated gp120 in the vaginal mucosa. However, CD1c+ B-cells expressing IgG 

are increased in the lower FGT of CSWs+ HIV+ when compared to HESN, suggesting that 

these cells could contribute to the hyperglobulinemia observed in the lower FGT of 

CSWs+ HIV+. The low levels of BLyS/BAFF found in the vaginal mucosa of HESN thus 

appear to preserve homeostasis of the FGT B cell compartment and CD1c+ B-cells. In 

addition, we detect a reactivity of IgG1 to HIV-gp41 in cervico-vaginal lavages (CVL) 

supernatants of HESN, which could contribute to their natural immunity.  
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Epithelial cells and DCs are one of the earliest cell types to sense the virus in the 

FGT. They play a key role in the orchestration of immune responses. We characterized a 

"tolerogenic" endocervical myeloid HLA-DR+CD14+CD11c+ population expressing 

HLA-G, ILT4, CD103 and high levels of IFN-α and IL-10, that was increased in the cervix 

of HESN when compared to CSWs+ HIV+. In addition, frequencies of Tregs/Tr1 cells were 

also increased in HESN. We believe that DCs contribute to maintaining low inflammatory 

conditions in the FGT of HESN, preventing excessive immune activation and preserving 

the integrity of the mucosal barrier to maintain a protection/control against the virus. 

These data reflect both an antiviral response and a contribution to the control of 

inflammatory conditions in the FGT of HESN. To better understand the nature of 

tolerogenic myeloid cells, we wanted to derive monocyte-derived dendritic cells 

(MoDCs). However, derivation of blood MoDCs was impaired in HESN. As a result, we 

decided to characterize the transcriptomic profile of total blood monocytes. Preliminary 

results appear to demonstrate the possible role of NR4A nuclear receptors in MoDCs 

modulation, and possibly in tolerogenic myeloid cells in HESN. 

Overall, our results contribute to a better understanding of the mechanisms 

established by HESN in natural immunity to HIV-1. 

 

Keywords: HIV-1, HESN, female genital tract, natural immunity, BLyS/BAFF, 

CD1c+ B-cells MZ, isotype, "tolerogenic" DCs, Tregs/Tr1, IFN-α, MoDCs. 
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L’excellence ne consiste pas à être meilleure que 

quelqu’un d’autre… 

L’excellence signifie fonctionner avec la plus grande 

aisance et au meilleur de ses capacités. 
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CHAPITRE I 

Introduction 

 

Le nombre de nouvelles infections par le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 

(VIH-1) reste un problème de santé majeur et, aujourd’hui, 37,9 millions de personnes sont 

touchées par le VIH-1 dans le monde. L’amélioration des campagnes de prévention en matière 

de relations sexuelles, de drogues et de grossesses, ainsi qu’une plus grande accessibilité aux 

traitements antirétroviraux, ART, ont entrainé la diminution du taux de mortalité et de morbidité 

des personnes infectées à travers le monde. Toutefois, 70 % des personnes séropositives vivent 

en Afrique subsaharienne, soit près de deux tiers de la population mondiale (1). Le mode de 

transmission est principalement par voie hétérosexuelle et touche majoritairement les femmes, 

surtout en Afrique subsaharienne. Dans certains pays de cette région, en plus d’une 

discrimination sociale, le statut de la femme fait l’objet d’une certaine subordination en matière 

de rapports sexuels, comme l’interdiction du port de préservatifs, entrainant ainsi des risques 

accrus de contamination au VIH-1. De plus, l’accès restreint aux traitements antirétroviraux 

n’aide pas à l’éradication de l’infection. 

Le fonctionnement de l’immunité dans le compartiment systémique est différent du 

compartiment génital (site initial de l’infection) indiquant ainsi un certain contraste d’un 

compartiment à l’autre (2-5). Ceci pourrait expliquer, en partie, les nombreuses difficultés à 

l’élaboration de stratégies préventives et thérapeutiques pour lutter contre l’infection virale. 

Étant la principale porte d’entrée pour le VIH-1 chez la femme, le tractus génital féminin (TGF) 

joue un rôle important dans la défense de l’organisme contre les pathogènes tout en maintenant 

une tolérance de la flore commensale (6, 7). Cependant, malgré les efforts considérables 

déployés pour comprendre l’infection par le VIH-1, certains mécanismes se déroulant après 

l’entrée du virus dans la muqueuse vaginale doivent être encore élucidés. 

Au laboratoire, nous travaillons avec des échantillons provenant d’une cohorte de 

travailleuses du sexe, CSW (Commercial Sex Workers), à Cotonou au Bénin, en Afrique 
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subsaharienne. Dans cette cohorte, nous avons identifié un groupe de femme HESN (Highly 

Exposed SeroNegative) qui demeure séronégatif malgré une forte exposition au VIH-1, et ce, 

après plus de sept années de travail sexuel actif. Documentées dans différentes cohortes (8, 9), 

ces femmes dites « résistantes » constituent un très bon modèle de l’immunité naturelle contre 

le VIH-1 et offrent une occasion exceptionnelle de caractériser certains paramètres nécessaires 

au développement de stratégies préventives. Pour ce faire, nous utilisons des échantillons 

provenant de HESN que nous comparons aux CSW infectées par le VIH-1 et aux femmes 

contrôle Non-CSW de la population générale. Ces comparaisons nous permettent d’identifier 

certains facteurs associés à la sensibilité ou à la résistance à l’infection, entre les organes 

génitaux mucosaux et le compartiment systémique chez ces HESN. Ainsi, pour une meilleure 

compréhension de l’immunité présente au niveau de la muqueuse vaginale, l’analyse 

d’échantillons endocervicaux de femmes HESN nous a permis de caractériser les cellules T 

régulatrices et les cellules B de la zone marginale du tractus génital, mais également une 

population de cellules dendritiques exprimant des niveaux élevés de molécules régulatrices, 

contribuant à un environnement « tolérogénique/régulateur » dans le contexte de la protection 

contre le VIH-1. 

Dans ce travail, nous présenterons dans un premier temps les différents aspects du 

VIH-1, sa structure et son cycle de réplication jusqu’aux diagnostics et aux préventions mises 

en place. Par la suite, nous aborderons l’anatomie et la physiologie du tractus génital féminin, 

avant de nous concentrer sur l’immunité de l’hôte et des muqueuses ainsi que les facteurs 

influençant cette immunité. Ensuite, afin de mieux comprendre les mécanismes d’action du 

VIH-1, nous présenterons le rôle des cellules et des molécules régulatrices dans le TGF lors de 

l’infection. Tout ceci nous mènera aux hypothèses et aux objectifs de ce projet de recherche. 

Les résultats qui seront présentés mettent en évidence le profil inné et anti-inflammatoire des 

HESN qui, selon nous, contribue au maintien d’un équilibre et d’un contrôle face à l’intrusion 

du VIH-1. Nous finirons avec la discussion des résultats et la conclusion, suivies des 

perspectives et des limites de cette étude. 
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1.1 Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1  

Au début des années 1980, des médecins américains constatent que plusieurs patients se 

présentent avec différentes maladies dues à un dérèglement du système immunitaire telles que 

la pneumocystose atypique et la rétinite au cytomégalovirus. D’autres maladies opportunistes 

associées à une diminution des lymphocytes T (LT) CD4+ mais également à certains cancers 

comme le syndrome de Kaposi sont également décrites (10). L’observation croissante de cas 

supplémentaires répartis dans plusieurs villes des États-Unis incite les médecins à alerter au 

sujet de ces profils, marquant ainsi le point de départ de la grande histoire du syndrome 

d’immunodéficience acquise, SIDA.  

La communauté scientifique suspecte que ce syndrome d’immunodéficience pourrait 

être d’origine virale, compte tenu du mode de transmission se faisant majoritairement via le 

sang et le sperme, mais également par les utilisateurs de drogues injectables et les patients 

recevant des transfusions sanguines. C’est ainsi que des chercheurs français de l’Institut Pasteur 

isolèrent un virus provenant de ganglions lymphatiques d’un patient ayant une adénopathie, ce 

qu’ils nommèrent par la suite le VIH-1. Cette découverte vaudra aux Drs Luc Montagnier et  

Françoise Barré-Sinoussi le prix Nobel de médecine en 2008 (11). Quelques années après 

l’identification du VIH-1, il a été découvert une autre forme du VIH, ce dernier étant moins 

virulent que le premier et majoritairement restreint à certaines régions d’Afrique de l’Ouest. 

Ainsi, sur la base des caractéristiques génétiques et des différences antigéniques virales, le VIH 

se répartit en deux types, à savoir le VIH-1 et le VIH de type 2, VIH-2 (12). 

Les analyses épidémiologiques et phylogénétiques actuellement disponibles suggèrent 

que le VIH a été introduit dans la population humaine bien avant sa découverte initiale (13, 14). 

Il a été démontré que le VIH-1 provient de chimpanzés d’Afrique centrale, réservoirs naturels 

du virus d’immunodéficience des primates non humains, SIVcpz (13, 15) alors que le VIH-2 

tient son origine des mangabeys noirs d’Afrique du Sud, SIVsm (14). Ces analyses ont apporté 

la preuve que le SIDA a émergé chez les humains à la suite d’infections interespèces, mais 

également après le transfert zoonotique des singes vers l’humain (14). Ces transmissions ont 

généré des souches virales distinctes pour les deux types de VIH. Ainsi, on distingue quatre 

différents groupes pour le VIH-1, à savoir le groupe M (Major), N (Non-M, Non-O), O (Outlier) 
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et P (Pending the identification of further human cases). Le groupe M est responsable de la 

majorité de la pandémie actuelle et comprend différents sous-types ou clades (A, B, C, D, F, G, 

H, J et K) ainsi que des formes recombinantes circulantes, CRF (Circulating Recombinant 

Forms) et uniques, URF (Unique Recombinant Forms) (14, 16). Concernant le VIH-2, on 

distingue huit groupes différents allant de A à H, où les groupes A et B sont endémiques (17, 

18). 

 

1.1.1 La structure morphologique  

D’une taille d’environ de 100 nm de diamètre, le VIH-1 est un virus enveloppé, 

appartenant à la famille des Retroviridae, du genre lentivirus. Il est entouré d’une bicouche 

lipidique provenant de la membrane plasmique de la cellule hôte. Lorsque mature, il possède à 

sa surface une glycoprotéine (SU, gp120) sous forme trimérique, qui est liée de façon non 

covalente à une glycoprotéine transmembranaire (TM, gp41) (19). L’enveloppe virale (Env) 

entoure la matrice virale (MA, p17) qui, elle-même, recouvre la membrane de la capside de type 

conique, assemblée à partir de protéines de la capside interne (CA, p24) (20). 

À l’intérieur de la capside (ou core), les molécules d’acide ribonucléique, ARNs, sont 

stabilisées par des nucléocapsides (NC, p7) qui sont des composants structuraux majeurs de 

particules infectantes du VIH-1 (21). En plus des NC, on retrouve une protéase virale (PR, p11) 

ainsi que d’autres protéines cellulaires telles que la transcriptase inverse (RT, p66/p51) et 

l’intégrase (IN, p31), qui sont nécessaires à la réplication du virus. Plusieurs protéines 

accessoires comme le facteur d’infectivité virale, Vif (Viral infectivity factor), la protéine 

virale R, Vpr (Viral protein R) et le facteur négatif, Nef (Negative factor) sont également 

présentes (22) (Fig. 1.1).  
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Figure 1.1. Organisation morphologique du VIH-1. Représentation schématique d’une 
particule virale mature du VIH-1 avec ses glycoprotéines de surface, ses protéines 
accessoires et son matériel génétique. Reproduit avec la permission de Springer 
Nature : Nature Reviews Immunology (23), copyright (2002). Numéro de licence 
4745621502283. 

 

1.1.2 La structure génomique  

Le génome du VIH-1 est constitué de deux copies d’ARNs simples brins à polarité 

positive et comprend 9 200 nucléotides. L’ARN viral possède une coiffe et une queue 

polyadénylée dans le sens 5’-3’; chacune de ses extrémités contient une région non codante dans 

laquelle on retrouve une séquence répétée R-U5 du côté 5’ et R-U3 du côté 3’. L’acide 

désoxyribonucléique (ADN) proviral est obtenu après l’étape de rétrotranscription est encadré 

par de longues séquences terminales répétées identiques, LTR (Long Terminal Repeats), afin 

qu’il puisse s’intégrer dans le génome cellulaire (24).  

Le génome viral possède neuf cadres de lecture ouverts, ORF (Open Reading Frame)  

localisés entre le LTR 5’ et le LTR 3’et qui codent pour 15 protéines virales différentes (Fig. 

1.2).  
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Figure 1.2. Organisation du génome du VIH-1. Représentation des gènes Gag, Env, Pol, 
Tat, Rev, Vpu, Vif, Vpr et Nef dans le génome du VIH-1. Vif, Vpr, Vpu et Nef 
sont des protéines accessoires virales alors que Tat et Rev sont des protéines 
régulatrices virales. Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature 
Reviews Immunology (23), copyright (2002). Numéro de licence 4745621502283. 

 

Ces protéines sont réparties en quatre catégories : les protéines structurelles, les enzymes 

virales, les protéines régulatrices et les protéines accessoires.   

Les protéines structurelles proviennent des gènes Gag et Env. Gag code pour les 

protéines externes du noyau : MA, CA, NC et pour la protéine de stabilisation de l’acide 

nucléique, P6 (25); et Env code les glycoprotéines de l’enveloppe, SU et TM, toutes deux 

provenant d’un précurseur glycoprotéique, la gp160 (26). Les enzymes virales PR, RT et IN 

sont synthétisés à partir du gène Pol (27).  

Les protéines régulatrices Tat et Rev sont synthétisées par les gènes Tat et Rev, 

respectivement. La protéine transactivatrice, Tat, sert d’activateur de la transcription du gène 

viral (28); et Rev, protéine régulatrice d’épissage de l’ARN, intervient dans la régulation de 

l’exportation de l’ARN messager (ARNm) viral vers le cytoplasme pour la production de 

protéines régulatrices virales (29, 30).  

Les protéines accessoires Vpu (Viral protein U), Vif, Nef et Vpr ont un impact sur 

la réplication virale, le bourgeonnement et la pathogenèse virale. La protéine virale unique Vpu 

contrôle la dégradation de la molécule de CD4, et se lie à la protéine transmembranaire, la 

tétherine, permettant ainsi le bourgeonnement puis la libération des particules virales (31). La 

protéine Vif joue un rôle dans l’ubiquitination du facteur de restriction APOBEC3G 

(APOprotein B mRNA-editing Enzyme Catalitic polypeptide-like 3 G), ce qui permet la synthèse 

de l’ADN viral  (31, 32). La protéine Nef a la capacité de réguler à la baisse plusieurs molécules 

telles que le CD4, le complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I), la molécule de 
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costimulation CD28 et le CXCR4,  ce qui améliore l’infectivité du virus (33).  La protéine virale 

Vpr intervient dans l’arrêt du cycle cellulaire et facilite l’infectivité du virus (34, 35).  

 

1.1.3 Le cycle de la réplication virale  

Le cycle réplicatif du VIH-1 se divise en deux phases majeures. La première consiste en 

la phase précoce, qui comprend les premières étapes de la réplication allant de l’entrée du virus 

dans la cellule de l’hôte jusqu’à l’intégration de l’ADN viral dans le génome cellulaire. La phase 

tardive de la réplication correspond aux dernières étapes du cycle viral allant de la transcription 

du provirus VIH-1 et le conduisant à la production des virus en grandes quantités (Fig. 1.3). 

 

1.1.3.1 Les étapes précoces du cycle  

Le mécanisme d’entrée du VIH-1 dans la cellule est initié par le processus de 

l’attachement, c’est-à-dire la liaison de la glycoprotéine de l’enveloppe virale, la gp120, au 

récepteur CD4 à la surface de la cellule cible (36). Cependant, la présence seule de la molécule 

de CD4 n’étant pas suffisante pour l’entrée du virus dans la cellule, la gp120 effectue un 

changement de conformation. Ceci permet le recrutement d’un de ses corécepteurs à la surface 

de la cellule, soit le récepteur de chimiokine CCR5 (37) ou CXCR4 (38, 39). Cette interaction, 

avec le corécepteur, détermine ainsi le tropisme du virus. Subséquemment, d’autres 

changements de conformation sont transmis par la gp120 vers la gp41, provoquant l’exposition 

de l’ectodomaine de la gp41 au corécepteur. L’insertion de la gp41 dans la membrane cellulaire 

de l’hôte entraîne la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, permettant ainsi 

à la capside virale et son contenu de pénétrer dans le cytoplasme de la cellule hôte (40, 41). 

Certaines cellules comme les LT-CD4+, les monocytes, les macrophages et les cellules 

dendritiques (DCs) sont de potentielles cibles pour le VIH-1, par la présence du récepteur CD4 

sur la majorité de leur surface (42-44).  
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Figure 1.3. Cycle de réplication virale du VIH-1. (1)Le VIH pénètre dans la cellule cible par 
le biais du récepteur CD4 et corécepteur CCR5 ou CXCR4 par interaction avec 
la glycoprotéine de l’enveloppe virale; (2) après fusion, l’ARN viral est soumis à 
une transcription inverse; (3) l’ADN nouvellement transcrit pénètre dans le noyau 
puis est intégré dans l’ADN de la cellule hôte; (4) l’ADN viral est transcrit en 
ARNm viral; (5) les ARNm viraux sont exportés dans le cytoplasme pour être 
ensuite (6) traduits en protéines virales permettant la fabrication de virions 
matures. Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature Reviews 
Disease Primers (45), copyright (2015). Numéro de licence 4745640310489. 

 
 

Des études ont démontré que les DCs résidants dans les muqueuses génitales expriment 

à leur surface des taux élevés de lectines de type C, telles que DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific 

Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), récepteur d’endocytose capable de 

reconnaitre les résidus riches en mannose de la gp120 de l’enveloppe (46, 47). S’en suivent 

l’internalisation du virus puis son transfert aux cellules cibles (48-50), amplifiant ainsi 

l’infection virale (51).  

La rétrotranscription est une étape requise dans le cycle réplicatif. Après la 

décapsidation, le virus se désassemble progressivement dans le cytoplasme et, avec les protéines 
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de l’hôte, un complexe de transcription inverse se forme (52). Une fois ce complexe formé, 

l’amorce ARN de transfert lysine (ARNt-Lys) provenant de la cellule hôte, permet à la RT de 

convertir l’ARN viral simple brin en ADN double brin, générant la présence de LTR à chaque 

extrémité du génome viral (53) (Fig. 1.2). Certains gènes stimulés par l’interféron (ISG) 

comme l’APOBEC3G et le SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) 

interfèrent avec la transcription inverse et participent ainsi au blocage de la réplication virale 

(54).  En effet, le facteur de restriction SAMHD1 diminue le taux de désoxynucléotides (dNTPs) 

essentiels à la synthèse de l’ADN viral par la RT (55). Concernant l’APOBEC3G, il est capable 

d’intégrer le virion nouvellement formé et de bloquer la réplication du VIH-1 dans la nouvelle 

cellule infectée, à la suite de mutations de la cytosine en uracile dans l’ADN viral, au cours de 

la synthèse de la RT.  

Une fois l’ADN proviral formé, le complexe de transcription inverse se désassemble et 

s’associe avec les protéines cellulaires et virales pour construire un complexe de préintégration, 

PIC (Pre-Integration Complex). Il sera transporté dans le noyau à l’aide des microtubules de la 

cellule hôte (56).   

L’étape d’intégration est catalysée par l’IN virale qui reconnait les régions LTR situées 

aux extrémités de l’ADN proviral puis les clivent spécifiquement sous forme oligomérique. 

Après avoir séparé les brins de l’ADN cellulaire de l’hôte de manière non spécifique, l’IN 

incorpore l’ADN proviral dans le génome cellulaire (57). En raison de la limitation du génome 

viral, l’IN requiert la présence d’un co-activateur transcriptionnel de l’hôte, LEDGF (Lens 

Epithelium-Derived Growth Factor), pour la fixation et l’intégration correcte du génome viral 

localisé dans une région transcriptionnellement active de la chromatine de l’hôte (57, 58). Il 

s’en suit d’un mécanisme de réparation de l’ADN au sein des sites d’intégration (59). 

 

1.1.3.2 Les étapes tardives du cycle  

Une fois l’ADN viral intégré dans le génome de la cellule cible, la transcription du 

provirus s’effectue grâce aux différentes composantes de la machinerie cellulaire et est régulée 

par l’activité du promoteur du VIH-1, localisé dans la région 5' LTR. Lors de cette étape, l’ARN 
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polymérase II de la cellule hôte effectue la synthèse de l’ARNm fortement épissé codant pour 

les protéines Tat, Rev et Nef. En effet, Tat et Rev font partie des premières protéines à être 

exprimées afin de réguler et de permettre l’expression des autres protéines virales par la suite 

(60, 61). La protéine Tat joue un rôle majeur dans la transcription virale; elle s’associe à une 

région en épingle à cheveux de l’ARN viral, TAR (Trans-Activating Response element) et au 

cofacteur de transcription cellulaire, pTEFb (positive Transcription Elongation Factor) et 

ensemble, forme un complexe qui stimule le processus d’élongation de l’ARNm par l’ARN 

polymérase II cellulaire (62, 63). Il en résulte une succession de modifications post-

transcriptionnelles qui donneront des transcrits viraux de différentes tailles. La protéine Rev 

régule le taux d’exportation des différents ARNm dans le cytoplasme de la cellule en se liant à 

une région spécifique de l’ARNm, le RRE (Rev-Responsive Element) (64). Suite à cette liaison 

se forme un complexe qui recrute les protéines cellulaires CRM1 (Chromosome Maintenance 

gene 1) et Ran-GTP (Ras related nuclear protein – Guanosine TriPhospate) qui interagiront 

avec la machinerie d’exportation permettant le transport de l’ARNm dans le cytoplasme (65, 

66). La protéine Nef, est abondamment exprimée tout au long du cycle viral et permet 

l’acheminement des protéines virales vers le réseau trans-Golgien, les endosomes ou les 

lysosomes (67); elle régule à la baisse les facteurs de restriction SERINC3 et SERINC5 des 

cellules infectées, empêchant ainsi leur incorporation dans des virions naissants (68). 

L’assemblage du génome et des particules virales matures au niveau de la membrane 

plasmique est orchestré par Vpu, qui intervient dans l’adressage des protéines de l’enveloppe, 

et par Vif qui influence les étapes finales d’assemblage des virions (63). La région CA de la 

polyprotéine Gag interagit avec la membrane plasmique cellulaire formant une particule 

sphérique, et la région NC de Gag interagit avec les ARNs viraux permettant ainsi son 

encapsidation dans la particule virale (60).  Par la suite, le virion à assembler incorpore Env, 

puis recrute le complexe de tri endosomal requis pour le transport, ESCRT-1 (Endosomal 

Sorting Complex 1 Required for Transport) via p6 et la sous-unité du gène de susceptibilité à la 

tumeur 101, TSG101 (Tumor susceptibility gene 101) d’ESCRT-I (62, 69). Au fur et à mesure 

que le processus de bourgeonnement progresse, d’autres protéines comme ESCRT-III et VPS4 

(Vacuolar Protein Sorting associated protein 4) sont recrutées pour diriger la réaction de 

scission membranaire, ce qui conduit à la libération des particules virales (69). La nouvelle 
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particule virale est relâchée à l’extérieur de la cellule et subit la fin de sa maturation par certaines 

protéases virales, afin de créer une particule virale infectieuse, puis entame un nouveau cycle 

de réplication. 

 Lors de cette étape d’assemblage, le facteur de restriction tétherine (CD137 ou BST-2) 

intervient et inhibe la libération des particules virales en les liant à la surface de la cellule (70). 

Généralement, la tétherine est peu exprimée dans les LT-CD4+ primaires, mais son expression 

est fortement induite par les interférons de type I (IFN-I) (71). Cependant, ce facteur de 

restriction est contrecarré par Vpu, réduisant ainsi ses niveaux d’expression à la surface des 

cellules et favorisant sa dégradation dans le protéasome (72).  

 

1.1.4 L’évolution clinique de l’infection par le VIH-1  

La progression de l’infection se décrit en trois phases cliniques à durées variables : la 

phase aigüe ou primo-infection, la phase chronique ou asymptomatique et la phase SIDA (Fig. 

1.4). 

 

La phase primo-infection correspond à l’invasion du VIH-1 dans l’organisme au bout de 

quelques jours/semaines après l’exposition de l’individu au virus. Cette phase est 

symptomatique puisqu’elle se manifeste par un syndrome apparenté à la mononucléose 

manifesté par des adénopathies, des myalgies, des céphalées, de la fièvre et autres symptômes 

grippaux (73, 74).  Au niveau cellulaire, cette phase se caractérise par une charge virale très 

élevée, soit 106 à 107 copies d’ARN viral/ml de sang (75). On observe également une déplétion 

active des cellules T-CD4+ en périphérie et dans les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses 

(MALT), au bout de deux à trois semaines suivant l’infection (76). Cette déplétion favorise une 

perte de l’homéostasie des barrières muqueuses entrainant la translocation microbienne, ce qui 

contribue à l’inflammation chronique.  

Les tissus lymphoïdes associés au tractus gastro-intestinal, GALT (Gut-Associated 

Lymphoid Tissue), comptent énormément de cellules T-CD4+ (78) et, parmi elles, 50 % 

expriment le récepteur CCR5, comparativement à 15 % en périphérie (79, 80). 



 

12 

 

 
 

Figure 1.4. Phases cliniques de l’infection au VIH-1. Lors d’une infection au VIH-1 non 
traitée, les LT-CD4+ du sang (ligne bleue) diminuent progressivement durant les 
trois phases, alors que les LT-CD4+ du tractus gastro-intestinal (ligne verte) sont 
rapidement épuisés, et ce, dès la primo-infection. En lien avec la réponse de l’hôte, 
la réplication virale diminue dans la deuxième phase de la primo-infection puis 
augmente par la suite. La phase SIDA est caractérisée par un épuisement total des 
LT-CD4+. L’individu est immunodéprimé et a un système immunitaire qui se 
trouve dans l’incapacité de contrôler les maladies/infections opportunistes. Figure 
adaptée et reproduite avec la permission de Elsevier : The Lancet (77), copyright 
(2014). Numéro de licence 4745640871888. 

 

Ainsi, les cellules T CD4+CCR5+ activées (81, 82) sont très permissives au VIH-1 et 

interagissent principalement avec les souches virales de tropisme R5 (83). C’est aussi durant 

cette phase qu’apparaissent les immunoglobulines (Ig) de type G  spécifiques du VIH-1, ainsi 

que les anticorps non neutralisants, ayant un fort potentiel à ADCC (Antibody-Dependant 

Cellular Cytotoxicity) (2, 84). Parallèlement, on observe une augmentation accrue des cellules 

T-CD8+ cytotoxiques permettant un contrôle immunologique du virus. Ceci se traduit par une 
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diminution de la charge virale dans le sang et un rétablissement partiel des LT-CD4+ circulants, 

mais pas dans les muqueuses (85, 86), marquant ainsi l’entrée dans la phase chronique.  

La phase chronique est asymptomatique. Selon l’individu et en l’absence de traitement, 

elle dure généralement entre 8 et 10 ans (voire 15 ans dans certains cas) (87). Après le pic viral, 

la virémie se stabilise et persiste durant toute la phase chronique. Au fur et à mesure de 

l’évolution de l’infection, la charge virale augmente, entrainant à la longue une suractivation du 

système immunitaire. Le nombre de cellules T-CD4+ dans les muqueuses et en périphérie 

diminue progressivement (79) ce qui aboutit à l’exhaustion cellulaire et donc à l’épuisement du 

système immunitaire chez l’individu infecté. À ce stade, les cellules du système immunitaire 

deviennent activées par différents agonistes tels que les protéines virales, les produits de la 

translocation microbienne ou les réponses cytokiniques pro-inflammatoires (88). 

Sans traitement, l’évolution du VIH-1 aboutit à la phase SIDA. Ce stade est rapidement 

mortel puisque les défenses immunitaires s’effondrent pour laisser place aux maladies 

opportunistes. On observe alors une perte massive des LT-CD4+ allant en dessous des 200 

cellules/mm3 de plasma et de graves lésions des tissus lymphoïdes provoquées par une 

inflammation chronique à long terme, ce qui permet le retour d’une charge virale très élevée au 

sein de l’organisme (79, 89). L’apparition de tumeurs rares (90) et de nombreuses infections 

opportunistes (91) conduisent l’individu au décès. 

 

1.2 Le tractus génital féminin 

Le tractus génital féminin constitue la principale porte d’entrée de nombreux organismes 

et joue donc un rôle important dans la protection de l’hôte contre les agents pathogènes viraux, 

bactériens, parasitaires et fongiques, tout en maintenant une tolérance à une flore commensale 

(92). Il présente des variations morphologiques, cycliques, hormono-dépendantes, de la puberté 

à la ménopause.  
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1.2.1 La structure et l’anatomie du TGF 

Le TGF est subdivisé en deux régions présentant des profils phénotypiques bien 

distincts. La partie supérieure, qui est stérile, est constituée de l’endomètre (muqueuse utérine), 

des trompes de Fallope et de l’endocol; et la partie inférieure non stérile composée du vagin et 

de l’exocol (93, 94) (Fig. 1.5).  

Au niveau de la partie supérieure du TGF, les cellules épithéliales sont cylindriques 

et forment une monocouche cellulaire. Elles prolifèrent pendant le cycle menstruel et forment 

des glandes pendant la phase de sécrétion (94). De plus, les cellules immunitaires qui la 

composent forment des agrégats lymphoïdes principalement composés de lymphocytes B et 

de T-CD8+ entourés de macrophages, qui atteignent leur taille maximale autour de l’ovulation 

et pendant la phase de sécrétion du cycle (94-96).  

La partie inférieure du TGF, protégée par un épithélium squameux stratifié dans le 

vagin, est composée de cellules épithéliales superficielles, intermédiaires et basales. Une 

couche dense de fibroblastes entremêlés de cellules immunitaires comme les cellules T, les 

macrophages, les cellules B, les neutrophiles, les cellules tueuses naturelles, NK et les DCs 

y sont sous-jacentes (93-95).  

Il existe également une zone appelée « zone de transformation » qui réunit l’épithélium 

du TGF supérieur et inférieur. Cette zone contient un nombre particulièrement élevé de 

cellules immunitaires par rapport au reste du TGF (93-95). De plus, la muqueuse vaginale est 

colonisée par une microflore commensale et le mucus qui s’y trouve voit sa consistance changer 

au cours du cycle menstruel, devenant épais et visqueux durant la phase de sécrétion.  
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Figure 1. 5. Anatomie et histologie de la muqueuse génitale féminine. La muqueuse vaginale 
regroupe le TGF supérieur (trompes de Fallope, utérus et de l’endocol) et le TGF 
inférieur (vagin et exocol). Le vagin et l’exocol comprennent des fibroblastes et 
de nombreuses cellules immunitaires, en plus du mucus et d’une flore 
microbienne. L’endocol et l’utérus comprennent également des cellules 
immunitaires formant de petits agrégats lymphoïdes. La zone de transformation 
indique la région où les cellules épithéliales monocouches de l’exocol rencontrent 
les cellules épithéliales squameuses stratifiées du vagin; on y retrouve aussi des 
agrégats lymphoïdes. Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature 
Reviews Immunology  (94), copyright (2015). Numéro de licence 4745650051459.  
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1.2.2 Le cycle menstruel et hormonal 

La durée moyenne du cycle menstruel est de 28 jours. Le cycle est divisé en quatre 

étapes : la phase menstruelle, la phase proliférative (ou phase folliculaire), le milieu du cycle au 

cours duquel se produit l’ovulation et la phase sécrétoire (ou phase lutéale) (Fig. 1.6).  

Lors du cycle menstruel, l’hormone folliculo-stimulante (FSH) stimule les cellules 

ovariennes thécales et de la granulosa, dans le follicule en développement, afin de produire 

l’œstradiol (OE2). Durant la phase proliférative, les taux d’OE2 augmentent, par l’intermédiaire 

de la FSH et de l’hormone lutéinisante (LH), pour atteindre leur maximum au milieu du cycle 

(juste avant l’ovulation). Il s’en suit une augmentation de la LH, qui est essentielle pour 

l’ovulation. Après l’ovulation, le corps jaune se développe pour devenir la principale source 

d’œstradiol et de progestérone au cours de la phase de sécrétion. Ces hormones préparent ainsi 

l’utérus pour l’implantation de l’œuf, en fournissant un apport vasculaire et des nutriments 

adéquats. En absence de fécondation, le corps jaune se dégrade, ce qui entraîne une diminution 

des taux d’œstradiol et de progestérone, l’excrétion de l’endomètre et l’apparition des règles 

(94).  

En plus des fonctions de reproduction, les hormones sexuelles régulent le système 

immunitaire du TGF tout au long du cycle, afin de le protéger contre les agents pathogènes sans 

rejeter le sperme, le zygote et le blastocyste (97). 

Durant la phase proliférative, on observe la migration et la différenciation phénotypique 

des cellules immunitaires vaginales, ce qui diffère pour les cellules immunitaires des autres 

muqueuses et de la périphérie. Ceci se caractérise par une angiogenèse ainsi que par la 

croissance des cellules épithéliales glandulaires et des fibroblastes stromaux de l’endomètre, 

(98). Lors de l’ovulation, le pic d’angiogenèse facilite le recrutement et donc l’augmentation 

du nombre de cellules immunitaires telles que les leucocytes, les neutrophiles et les 

macrophages, au sein de l’utérus. Ces cellules sont nécessaires en cas de grossesse 

puisqu’elles éliminent les potentiels agents pathogènes pouvant être présents dans le TGF 

supérieur afin de préparer l’implantation de l’ovule fécondé (98-101).  
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Figure 1.6. Régulation du cycle menstruel par les hormones sexuelles. Le cycle menstruel 
est subdivisé en différentes phases et est sous le contrôle de différentes hormones 
sexuelles telles que l’œstrogène (OE2), la progestérone (P4), l’hormone lutéinisante 
(LH) et l’hormone folliculo-stimulante (FSH). Reproduit avec la permission de 
Springer Nature : Nature Reviews Immunology  (94), copyright (2015). Numéro 
de licence 4745650051459. 

 

Ce recrutement, régulé par les hormones sexuelles, repose sur les 

cytokines/chimiokines comme les CCL4 (ou MIP-1β), CCL14, CCL16 et CCL21. Ces 

molécules s’accumulent au pourtour des vaisseaux sanguins utérins et sont principalement 

produites par les fibroblastes épithéliaux et stromaux (98). Le nombre de cellules 

immunitaires du TGF inférieur est, quant à lui, constant tout au long du cycle (95). Durant la 

phase sécrétoire du cycle, la protection immunitaire est atténuée afin d’optimiser les conditions 

de fécondation et de grossesse, ce qui crée une « fenêtre de vulnérabilité » au cours de laquelle 

de potentiels pathogènes peuvent pénétrer et infecter le TGF.  

De ce fait, la présence d’infections préexistantes dans le TGF peut augmenter le risque 

à une infection par le VIH-1 (102) et potentiellement élargir la « fenêtre de 

vulnérabilité ». Ceci se traduit par une inflammation accrue, une régulation positive de 
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l’expression des cytokines/chimiokines et le recrutement de cellules cibles (4). Des études ex 

vivo effectuées chez les macaques co-infectés par Chlamydia trachomatis et Trichonomas 

vaginalis ont démontré une infection par le virus de l’immunodéficience simienne au cours 

de la phase de prolifération du cycle menstruel (103). Aussi, il a été démontré que les femmes 

atteintes d’infection à chlamydia présentent un nombre accru de LT-CD4+ exprimant 

CCR5 sensibles au VIH-1 dans l’endocol par rapport aux femmes non infectées (104). Ainsi, 

les infections sexuellement transmissibles (IST) acquises lors de cette « fenêtre de 

vulnérabilité » peuvent affecter les cellules immunes de même que la microflore, 

normalement présentes au cours de la phase proliférative du cycle menstruel. 

 

1.2.3 La flore commensale  

La flore microbienne présente au niveau vaginal contribue à la fois à la défense et au bon 

fonctionnement du TGF. Sa fonction et sa composition sont complexes, et une simple 

modification de la flore vaginale peut entrainer l’acquisition d’IST. 

Plusieurs études ont démontré que la flore vaginale normale dominante comprend le 

genre Lactobacillus (105, 106). Parmi les Lactobacillus, les principales espèces retrouvées 

dans la flore vaginale sont L. acidophilus (106), L. crispatus (107, 108), L. gasseri (109) et 

L. jensenii (110). Lorsque le taux d’œstrogène augmente, ces bactéries lactiques métabolisent 

de grandes quantités de glycogène présent dans l’épithélium vaginal (111), ce qui permet la 

production des acides organiques. Il en résulte un pH vaginal acide, créant ainsi un 

environnement restrictif afin de limiter la croissance de nombreux organismes pathogènes 

(112).  

Cependant, la composition du microbiote vaginal peut varier au cours du temps. Le cycle 

menstruel (113), l’utilisation de contraceptifs (114), la fréquence des rapports sexuels et le 

nombre de partenaires sexuels (115), les douches vaginales et l’utilisation d’antibiotiques ou 

d’autres médicaments ayant des activités immunitaires ou endocriniennes (116) sont des 

variables qui peuvent entrainer la fluctuation des bactéries initialement présentes. Ainsi, une 

diminution du nombre de ces bactéries lactiques est généralement associée à une 
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augmentation du pH vaginal et à la diminution des protéines microbiennes. Ceci entraine le 

développement de bactéries opportunistes, engendrant ainsi un dérèglement de la flore 

vaginale (117, 118). 

Par ailleurs, en plus d’influencer la composition du mucus, les microorganismes de la 

flore commensale ont la capacité de moduler la différenciation des cellules épithéliales et la 

migration des cellules présentatrices d’antigènes (APCs),  au travers de l’épithélium (119) ainsi 

que le recrutement des cellules lymphocytaires vers la muqueuse vaginale (120, 121). 

 

1.2.4 Le mucus cervico-vaginal 

Les cellules épithéliales endocervicales sécrètent des glycoprotéines, appelées mucines. 

Elles constituent une composante majeure du mucus et piègent les agents pathogènes en leur 

empêchant l’accès à l’épithélium (94, 122-124). L’expression des gènes codant pour la mucine 

varie selon le statut menstruel, ce qui entraine la modification des propriétés globales du mucus 

(124, 125). Ainsi, le mucus œstrogénique est fin et aqueux avec une faible viscosité, ce qui 

facilite le mouvement des spermatozoïdes dans le TGF supérieur (124, 126). Il est présent durant 

la phase proliférative et augmente lors de l’ovulation. En revanche, le mucus progestatif est 

épais, visqueux et n’est présent qu’après l’ovulation et pendant la phase de sécrétion (124, 127). 

En plus de supporter et de réguler la flore commensale (128), le mucus protège les 

cellules épithéliales du contact direct avec des agents pathogènes tels que le VIH-1 (129). En 

effet, certaines études ont démontré que la glaire cervico-vaginale interagit avec les anticorps 

pour entraver la mobilité du VIH-1 et améliorer ainsi la fonction de la barrière muqueuse (122, 

123, 129, 130). Tomaras et ses collègues ont démontré que les isotypes d’immunoglobulines 

peuvent différer par leur profil fonctionnel, notamment par leur fraction Fc, entrainant 

l’internalisation du virus. Ils ont également montré que les IgG et IgA spécifiques du VIH-1 ont 

la capacité d’induire la phagocytose des virions infectieux et que l’activité antivirale médiée par 

la fraction Fc de l’IgG est active au sein de la muqueuse vaginale (131).  

L’analyse de la composition du mucus vaginal a démontré la présence de plusieurs 

protéines antimicrobiennes telles que la calprotectine (132), le lysozyme (133), la lactoferrine 
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(128, 134), les défensines (135), les inhibiteurs de protéases sécrétés par les leucocytes, SLP 

(136, 137) et l’élafine/trappine-2 (9) et de leurs actions antivirales contre le VIH-1. Dans le 

mucus, on retrouve également différentes cytokines et chimiokines qui, produites par les cellules 

épithéliales et les cellules immunitaires du TGF, aident à la protection de la muqueuse vaginale. 

 

1.3 L’immunologie de l’hôte et des muqueuses 

Le TGF constitue une partie majeure du MALT (92, 96). En effet, il contient un nombre 

élevé de cellules immunitaires par rapport au reste de l’organisme tels que les DCs, les cellules 

de Langerhans et les macrophages, mais aussi les cellules NK, les neutrophiles, les lymphocytes 

T et B (96). Ces cellules sont étroitement régulées par les hormones sexuelles tout au long du 

cycle menstruel et confèrent une protection à travers la flore vaginale et la production de 

protéines antimicrobiennes, mais également par la production d’anticorps et de 

cytokines/chimiokines (92, 94, 138). 

 

1.3.1 Les cytokines et chimiokines 

Les cytokines et les chimiokines sont connues pour agir en tant que molécules 

régulatrices dans la maturation, le trafic et le recrutement des leucocytes vers différents sites 

d’inflammation (139). Ce sont de petites glycoprotéines spécialisées dans la signalisation 

cellulaire dans le système immunitaire (140, 141).  

Elles exercent plusieurs fonctions et sont regroupées en différentes catégories. Parmi 

elles, on retrouve (i) les cytokines antivirales telles que les IFNs, qui jouent un rôle central dans 

l’immunité innée contre les virus et d’autres agents pathogènes microbiens (142); (ii) les 

interleukines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires qui interviennent dans la croissance, la 

différenciation et l’activation des leucocytes (143); (iii) les chimiokines, sont classées en quatre 

groupes (CC, C, CXC et CX3C), qui sont des cytokines chimioattractantes et qui interviennent 

dans le déplacement des cellules immunitaires (144); (iv) d’autres cytokines telles que les 
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facteurs stimulateurs de colonies, CSF (145), le facteur de nécrose tumorale, TNF (146, 147), 

le facteur de croissance de transformation de type bêta, TGF-β (148-150). 

Dans le système génital féminin, on retrouve les cytokines tant dans le TGF supérieur 

qu’inférieur, mais aussi dans les sécrétions vaginales et dans le mucus (151). Leur expression 

sera détaillée dans les sections suivantes. 

 

1.3.2 Les cellules épithéliales du TGF 

L’épithélium du TGF constitue une barrière physique et immunologique afin de protéger 

l’organisme des agents pathogènes, mais aussi pour favoriser la migration des spermatozoïdes, 

des ovules et du fœtus.  

De façon générale, les cellules épithéliales sont reliées entre elles par des protéines 

d’adhérences intercellulaires. Il en existe trois types principaux : les jonctions serrées, les 

jonctions adhérentes et les desmosomes (152, 153). Les jonctions serrées sont composées de 

protéines transmembranaires ce qui crée une barrière et limite la diffusion de molécules en 

réduisant leur mobilité au travers des cellules épithéliales (152, 154). Les jonctions adhérentes 

relient des faisceaux de filaments d’actine cellulaire afin de former une ceinture d’adhérence en 

continu, généralement juste en dessous des jonctions serrées (153, 155). Les desmosomes relient 

les filaments intermédiaires de la kératine entre les cellules, pour former un cadre structural de 

grande résistance à la traction (153, 156). 

Dans l’épithélium du TGF inférieur, il existe plusieurs couches de cellules épithéliales 

(Fig. 1.5). Les jonctions serrées ne sont principalement présentes qu’au sein des cellules 

basales, régulant ainsi le mouvement des molécules à travers l’épithélium. Leur absence 

aboutit généralement à une faible liaison entre les cellules, permettant à des agents 

pathogènes tels que le VIH-1 de pénétrer dans l’épithélium (157). En revanche, la 

monocouche de cellules épithéliales du TGF supérieur n’est maintenue qu’avec des jonctions 

serrées. Ainsi, l’œstrogène module l’expression des protéines de claudine et l’occludine, ce 

qui entraine une relaxation des jonctions serrées et un flux beaucoup plus important des 

molécules à travers l’épithélium (158, 159).  
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Les agents pathogènes et l’état inflammatoire dégradent l’intégrité des jonctions 

serrées. Ceci entraine un flux beaucoup plus important à travers l’épithélium et une 

augmentation à la vulnérabilité de l’infection (160). Dans le cadre de l’infection par le VIH-

1, le virus peut passer au travers des cellules épithéliales par transcytose (161), notamment 

via le récepteur galactosylcéramide (GalCer) (162), accédant ainsi aux cellules T-CD4+ 

cibles et aux cellules immunitaires (163).   

 

1.3.3 Les récepteurs de patrons moléculaires dans le TGF 

En plus de sécréter des cytokines et des chimiokines, les cellules épithéliales expriment 

à leur surface des molécules du CMH-I et -II. Elles sont capables de reconnaître des patrons 

moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs) via les récepteurs de reconnaissance de patrons 

moléculaires (PRRs), y compris les récepteurs de types Toll (TLRs) (164), les récepteurs de 

type RIG-I (RLRs) (165), les récepteurs de type NOD (NLRs) (166) et les lectines (167), ce qui 

déclenchera l’initiation de la réponse immunitaire.  

Plusieurs études ont démontré l’expression des TLRs au travers du TGF. Les TLRs 1 à 

10 sont exprimés dans les cellules épithéliales des trompes de Fallope et de l’endomètre, ainsi 

qu’au niveau de l’épithélium vaginal et du col de l’utérus (168-173). D’autres études ont montré 

l’expression des TLRs 1, 2, 3, 6, 7 et 10 à la surface des cellules NK mucosaux (174, 175). 

L’expression des TLRs 2-4, 7-10 a été démontré au sein de l’endomètre (176). Fazeli et al. ont 

également démontré l’existence des TLRs 5 dans le muscle lisse et les cellules endothéliales 

vasculaires dans le stroma du vagin et de l’endocol (177).  

Toutefois, l’expression des TLRs peut changer au cours du cycle menstruel. Certaines 

études ont montré que l’œstrogène diminue l’expression du transcrit mature (ARNm) 

de TLR 4 dans les fibroblastes utérins et l’expression des TLRs 2 et 6 dans les cellules 

épithéliales vaginales VK2 in vitro (178). En revanche, la progestérone augmente l’expression 

de TLR 4 par les fibroblastes, suggérant ainsi que ces cellules seraient plus sensibles aux agents 

pathogènes bactériens lors de la phase de sécrétion (176).  
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1.3.4 Les cellules dendritiques 

Ayant un rôle de « sentinelle », les cellules dendritiques constituent une population 

hétérogène de cellules présentatrices d’antigènes. Elles ont la capacité à répondre à une gamme 

variée de pathogènes, générant ainsi des réponses innées et adaptatives lors de réactions 

inflammatoires (179).  

Les DCs peuvent être classées en fonction de leurs localisations tissulaires, leur 

phénotype et leurs fonctions. Les DCs plasmacytoïdes (pDCs) sont présentes dans la moelle 

osseuse, en périphérie, et migrent vers les tissus lymphoïdes, où elles interagiront avec les 

cellules T et les cellules B (180). Elles expriment un fort taux de TLR7 et de TLR9, leur 

permettant ainsi de pouvoir détecter les ARNs simple brin et les ADNs double brin des 

pathogènes viraux (181, 182), ce qui entraine la production massive d’IFN-I (183). Les DCs 

myéloïdes (mDCs) représentent une autre sous-population des DCs. Elles expriment l’intégrine 

CD11c, le CMH-II et certaines molécules de costimulations comme le CD40, le CD80 et le 

CD86. Lorsqu’elles arrivent à maturité, elles possèdent le CD83, provoquant la régulation 

positive du MHC-II et du CD86 nécessaires à l’activation des lymphocytes T; de plus, 

l’expression de CCR7 et CXCR3 à leur surface  leur permettent de migrer vers les zones des 

lymphocytes T (184, 185). De plus, les mDCs présentes au sein des muqueuses expriment 

l’intégrine CD103, qui est importante pour leur migration (186). Les DCs dérivées des 

monocytes, MoDCs, dépendent du facteur de stimulation des colonies de macrophages, M-CSF, 

et du récepteur du CCR2 pour le recrutement dans les sites inflammatoires (187). In vitro, leur 

induction  dépend du facteur de stimulation des colonies des granulocytes-macrophages, GM-

CSF (188).  

 

1.3.4.1 Les cellules dendritiques des muqueuses 

Les cellules dendritiques présentes dans les muqueuses assurent une surveillance 

immunitaire constante contre les agents pathogènes des poumons, des intestins et des voies 

génitales (189). En effet, en association avec les cellules épithéliales, les DCs des muqueuses 



 

24 

sont l’une des premières cellules à reconnaitre les antigènes via leur PRRs (6, 93, 179). Tout 

comme la muqueuse intestinale, l’équilibre physiologique de la muqueuse vaginale est régulé 

par une interaction bidirectionnelle, « cross-talk », entre les DCs et les cellules épithéliales 

(190).  

Dans le TGF, les DCs peuvent avoir un phénotype cellulaire unique en fonction de leur 

localisation et leurs états de maturation. Wira et ses collègues ont démontré que les DCs 

résidents dans le TGF de type CD11c+ peuvent être divisées en quatre sous-populations, à savoir 

(i) les CD11b+CD1alowCD14low, (ii) les CD11b+CD1a-CD14hi, (iii) les CD11blowCD1a+CD14- 

et (iv) les CD11blowCD1a-CD14-  (150) (Tableau 1.1). Ils ont également montré que la 

principale population des DCs du TGF exprime CD11c+CD14+. En effet, même si les DCs 

traditionnelles sont décrites comme étant CD14-, certaines études rapportent que les DCs de 

la muqueuse vaginale de type CD14+ ont la capacité d’induire la polarisation des LT-CD4+ 

vers les cellules T effectrices Th1 in vitro (191). La co-expression de CD1c, marqueur des 

mDCs, et de CD1a avec le CD14, le CD11c et le CD11b permettent de classifier les différents 

stades de maturation des DCs dans le TGF.  

Il est à noter que les molécules CD1 sont des glycoprotéines structurellement 

apparentées aux protéines du CMH-I, jouant un rôle dans la présentation antigénique 

lipidique et glycolipidique aux LT. On distingue les molécules CD1a, CD1b et CD1c qui sont 

reconnues par des LT-CD4+ et les LT-CD8+ et par les NK, alors que le CD1d est plutôt exprimé 

chez le rat et la souris (192, 193).  

Une autre différence phénotypique des DCs présentes au sein des muqueuses est 

l’expression de DC-SIGN et de l’intégrine CD103. Les DCs exprimant DC-SIGN sont présents 

dans tous les sites du TGF (7, 150, 194); cependant, elles sont particulièrement élevées dans les 

DCs de l’endocol. En revanche, les DCs qui expriment le CD103 n’expriment pas DC-SIGN.  

Les fonctions des DCs de types CD103+ du TGF sont à ce jour mal connues. Toutefois, 

des études effectuées chez l’humain et la souris ont démontré que les CD103+ sont impliquées 

dans la migration des DCs, localisées dans les muqueuses intestinales, vers les tissus lymphoïdes 

(183, 195). Les modèles murins démontrent que les DCs CD103+ hépatiques et 

pulmonaires sont nécessaires à l’induction des réponses des cellules LT-CD8+ aux infections 
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virales (196, 197); en revanche,  les DCs de type CD103 localisées dans l’intestin humain 

représentent un sous-ensemble de DCs essentiels pour l’induction des cellules T régulatrices 

(Tregs) (198, 199) et expriment des niveaux élevés de CCR6, TLR5 et TLR9 (200, 201). 

 

Tableau 1.1. Récapitulatif des différentes sous-populations de DCs humaines présentes au 
niveau du col de l’utérus. 
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Induction de l’expression de CXCR3 et de l’intégrine β7 sur les cellules T (202) 

Sécrétion de CCL2, IL-8 (150) 

Sécrétion d’inhibiteurs protéases (SLPI, 
Elfine) qui sont associés à une protection 
contre le VIH-1 (203, 204) 

Polarisation des cellules T en Th2  (191) 

Induit l’expression de CCR4 sur les Th2  (191)  

Migration vers les zones T (191) 

Polarisation des cellules T en Th1  (191) 

Sensible à la capture du VIH-1  (191) 

 
Restent dans le tissu 
afin de prévenir une 

infection locale (150) 

CD11c+CD11blow 

CD1a+CD14- 
CD11c+CD11blow 

CD1a-CD14- 
CD11c+CD11blow 

CD1a-CD14hi 
CD11c+CD11b+ 

CD1alowCD14low 
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1.3.4.2 Les cellules dendritiques tolérogéniques 

Plusieurs études suggèrent que la fonction régulatrice des DCs est déterminée par leur 

statut d’activation (205, 206). Ces DCs, qualifiées de DCs tolérogéniques, expriment à leur 

surface des molécules comme HLA-DR, CD103, CD14, CD16, CD11b, CD11c, CD83, ILT-2, 

-3, -4 et HLA-G (207, 208). Elles entrainent un état de tolérance immunitaire, par la sécrétion 

de cytokines comme l’IL-27 (209) et l’IL-10 (210), mais également suite à la synthèse de la 2,3-

dioxygénase d’indoleamine (IDO) (211) et de l’acide rétinoïque (AR) (212), qui limite les 

réponses des lymphocytes T effecteurs et de favorise la différenciation des cellules régulatrices 

(Fig.1.7).  

L’induction de la différenciation en Tregs est médiée par le ligand de la molécule 

inhibitrice de la mort programmée, PD-L1, exprimée sur les DCs. Par conséquent, l’inhibition 

de PD-L1 empêcherait l’induction des Tregs par les DCs tolérogéniques, même en présence des 

cytokines nécessaires (213) (Fig. 1.7).  

Il a également été rapporté un autre sous-ensemble de DCs tolérogéniques, les DC-10, 

qui sont caractérisées par leur capacité à sécréter des niveaux élevés d’IL-10. Ces cellules 

matures expriment un ensemble spécifique de marqueurs, tels que le CD14, le CD16, le CD11c, 

le CD11b, le CD80, le CD86 et le CMH-II. Elles expriment aussi des molécules tolérogéniques 

comme l’ILT-2, -3, -4 et HLA-G, et sont également connues pour favoriser l’induction de 

cellules régulatrices (214) (voir la section 1.3.6.2). 
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Figure 1.7. Mécanismes d’action des DCs tolérogéniques. L’activation des cellules 
régulatrices par les DCs tolérogéniques est médiée par divers mécanismes tels 
que la mort cellulaire des cellules T répondantes, leur paralysie fonctionnelle par 
l'induction d'une anergie ou la polarisation de cellules T ou B naïves vers un 
phénotype régulateur par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. D’après 
Christopher Horton, Kumaran Shanmugarajah, and Paul J. Fairchild, Elsevier 
Biomedical Journal, copyright (2017) (215). Licence 
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/. 

 

1.3.5 Les monocytes 

Dans le système mononuclé de phagocytes, les monocytes représentent 10 % des 

leucocytes et sont capables de fonctionner, à la fois comme des cellules précurseures et des 

cellules effectrices. Ils sont issus des cellules souches hématopoïétiques, elles-mêmes dérivées 

de la moelle osseuse, puis sont libérés dans la circulation sanguine lors de leur maturation. En 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/t-cell
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horton%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28521905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shanmugarajah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28521905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fairchild%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28521905
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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cas d’inflammation, ils sont recrutés dans les tissus, où ils pourront se différencier en MoDCs 

ou en macrophages, grâce à leurs récepteurs de chimiokines et leurs PRRs. (216).  

Parmi les monocytes humains, on distingue trois stades de différenciation, en fonction 

de l’expression des marqueurs CD14 et CD16, codant pour le corécepteur du LPS et le récepteur 

Fc gamma de type III, FcγRIII, respectivement. Ces sous-populations peuvent varier lors 

d’infections virales/bactériennes, lors d’inflammation chronique ou encore lors de maladies 

auto-immunes (217).  

Les monocytes classiques (CD14++CD16-) représentent près de 90 % des monocytes du 

sang humain et ont pour fonction première de phagocyter les pathogènes (218). Ils expriment 

différents marqueurs à leur surface comme les récepteurs de chimiokines CXCR1, CXCR2 et 

CCR2, le récepteur de type alpha 1 de l’IL-13, IL-13Rα1, mais aussi la L-sélectine (ou CD62L).  

Les monocytes intermédiaires, de type CD14++CD16+, représentent environ 2 à 5 % des 

monocytes sanguins. Ils induisent la stimulation et la prolifération des lymphocytes T, mais 

aussi la production d’espèces réactives de l’oxygène, ROS (218). Ils expriment certaines 

chimiokines comme le CXCR3 et le CCR5 (219-222), des molécules de costimulations telles 

que le CD80, le CD83 et le CD86, certaines molécules d’adhésion cellulaire de type intégrine 

comme ICAM-1 et CD11c, ainsi que la chaîne γ du CMH-II (ou CD74) (218, 219, 223, 224).  

Les monocytes non classiques (CD14+CD16++) représentent les 2 à 10 % des monocytes 

restants. Ils sont responsables de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-

α, l’IL-1β, l’IL-6 et l’IL-8, et préviennent d’éventuels dommages tissulaires ou de signes 

inflammatoires, en parcourant l’organisme (146, 218, 225, 226).  

 

1.3.6 Les lymphocytes T 

Les cellules T sont des composants cellulaires de l’immunité adaptative qui contribuent 

au bon fonctionnement du système immunitaire. Après différentes sélections positives et 

négatives dans le thymus, nommé la tolérance centrale, les thymocytes terminent leur 

maturation et deviennent des lymphocytes T matures, dits « naïfs ». Ils peuvent alors reconnaitre 
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des antigènes étrangers présentés par des APCs, via les molécules du CMH-I/II, dépendamment 

du corécepteur de surface, CD8 ou CD4, qu’ils expriment (227).  

L’interaction antigénique avec les lymphocytes T naïfs dicte le type de cellules T 

effectrices qui seront générées et la nature des populations mémoires produites. 

 

1.3.6.1 Les cellules T des muqueuses 

Quelques études récentes ont quantifié des sous-ensembles de lymphocytes dans le col 

utérin et il en résulte que les lymphocytes T sont majoritairement plus abondants que les 

lymphocytes B, et la plupart d’entre eux sont des cellules T mémoires effectrices (95, 99, 228).  

Parmi elles, on distingue des lymphocytes T mémoires non circulants (TRM), qui résident 

dans les tissus non lymphoïdes comme les poumons, la peau, le foie, les muqueuses intestinales 

et génitales (229, 230). Ces cellules expriment divers marqueurs à leur surface, dont la lectine 

CD69 et le CD103. Le CD69 permet de distinguer les cellules T mémoires circulantes des 

cellules T mémoires résidentes; et l’expression de CD103 est limitée à une sous-population de 

lymphocytes TRM CD8+ (231). 

Dans le cadre de l’infection par le VIH-1, les TRM CD8+ de profil CD69+CD103+CCR7-

CD62L- ont été retrouvés dans le TGF des femmes séropositives et séronégatives. Toutefois, les 

femmes infectées présentent une diminution de l’expression de CD103 (232). De plus, certaines 

études ont démontré que les cellules TRM CD4+CD69+ utérines expriment certains marqueurs de 

sensibilité au VIH-1 comme le CCR5, ce qui pourrait entrainer la dissémination virale dans les 

tissus lymphoïdes, après leur infection (233). Ceci confirme l’étude faite sur le modèle animal 

où les cellules TRM CD4+CD69+ de type Th17 qui prédominent dans la muqueuse génitale, sont 

la principale cible du virus (234-236). En conséquence, elles pourraient contribuer à 

l’établissement de réservoirs viraux et donc à la persistance du VIH-1, notamment chez les 

patients sous ART (237-239). 
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1.3.6.2 Les cellules T régulatrices 

Les lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25+) générés dans le thymus sont essentiels au 

maintien de l’homéostasie immunitaire et à la suppression des cellules T autoréactives existant 

naturellement (240, 241). Il existe plusieurs sous-ensembles de Tregs et une variété de 

mécanismes suppressifs qu’ils utilisent. Les deux principaux sous-types de Tregs comprennent 

les Tregs naturels (nTregs) et les Tregs induits (iTregs), chacun exprimant le facteur de transcription 

FOXP3, avec toutefois différents niveaux de méthylation au sein du gène (242) (Fig. 1.8).  

Plusieurs études ont montré que la différenciation des nTregs provenant du thymus dépend 

de la force de l’interaction et de la durée du signal du TCR (243). Cependant, d’autres molécules 

comme NFAT/AP1, ICOS/ICOSL et PD-1/PD-L1 sont également impliquées dans le contrôle 

transcriptionnel de la différenciation des nTregs chez l’humain (244, 245). L’expression du 

facteur de transcription FOXP3 nécessite la présence de cytokines telles que l’IL-2, l’IL-15 et 

l’IL-7, mais également l’expression des membres de la famille des récepteurs nucléaires NR4A 

(246).  

Les cellules iTregs proviennent de la différenciation des LT-CD4+ naïfs en périphérie. 

Leur différenciation nécessite de faibles concentrations de molécules costimulatrices et la 

sécrétion de molécules anti-inflammatoires par les DC-10 (247). Parmi elles, on distingue des 

cellules T régulatrices de type 1 (Tr1) qui expriment généralement FOXP3 de façon transitoire 

(248) et sont caractérisées par leur capacité à produire de l’IL-10 (249). Ces cellules possèdent 

une capacité de suppression puissante (250), en inhibant les réponses des LT-CD4+ par le biais 

de mécanismes dépendants et indépendants de l’IL-10 (251). 

Fait intéressant, les Tregs sont impliquées dans l’infection par le VIH-1 et favorisent 

la formation de réservoirs. Des études effectuées chez les macaques infectés au SIV sans 

traitement ont démontré que les Tregs de la muqueuse intestinale contenaient des fréquences plus 

élevées de provirus par rapport aux LT-CD4+ (252, 253). Ainsi, étant donné la longue durée de 

vie et leur résistance à l’apoptose, les Tregs pourraient constituer un obstacle à l’éradication du 

VIH-1.  
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Figure 1.8. Induction des cellules T régulatrices par les DCs tolérogéniques. (A) Les 
molécules telles que l’IL-10, le G-CSF, l’IFN-α, la vitamine D3 et la 
dexaméthasone favorisent l’induction de DCs tolérogéniques et l’augmentation 
des molécules de surface comme ILT-4 et HLA‐G. L'interaction ILT4/HLA‐G 
favorise l’induction des cellules Tr1 grâce aux niveaux élevés d'IL‐10 produits par 
les DCs tolérogéniques. (B) La présence de rapamycine, de PGE2, de TSLP ou de 
TGF-β, favorisent la production d'IL‐10 et l'expression de l’IDO qui à son tour, 
induit TGF‐β et l'AR. Tout ceci entraine le développement de cellules Tregs 
(FOXP3+). De même, l’activation des cellules Tr1 ou de Tregs favorisent l’induction 
de DCs tolérogéniques. PGE2 : Prostaglandine E2. Reproduit avec la permission 
de John Wiley and Sons : HLA: Immune response genetics (254), copyright (2011). 
Numéro de licence 4825721064324. 
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1.3.7 Les lymphocytes B  

Les cellules B font, elles aussi, partie de l’immunité adaptative et jouent un rôle essentiel 

dans la défense de l’hôte par la sécrétion d’anticorps. La tolérance centrale fait référence aux 

mécanismes de régulation et de sélection qui se produisent dès les premiers stades du 

développement des cellules B dans la moelle osseuse. À ce stade, ces cellules B de type 

CD19+CD20+IgM+ sont dites immatures et expriment à leur surface le complexe membranaire 

BCR (B-cell receptor). En fonction de la force de la signalisation de leur BCR, ces cellules 

terminent leur maturation dans les organes lymphoïdes secondaires au sein des follicules et 

peuvent se différencier en deux sous-populations.  

Ainsi, de faibles signaux du BCR de ces cellules B immatures favoriseront leur migration 

vers la zone marginale (MZ) de la rate où elles deviendront des cellules B matures de la MZ; 

leur différenciation est influencée et stimulée majoritairement par le stimulateur des 

lymphocytes B (BLyS/BAFF), mais également par les voies de signalisation Notch2 et NF-kB 

(255). En revanche, de forts signaux du BCR des cellules B immatures les dirigeront vers le 

centre germinatif (CG) où elles interagiront avec les lymphocytes T pour devenir des cellules B 

matures folliculaires (252, 256, 257). Les mécanismes de tolérance qui surviennent à ces stades 

sont appelés tolérance périphérique et, lors d’inflammations chroniques, comme l’infection par 

le VIH-1 ou lors de maladies auto-immunes, ces mécanismes sont altérés avec un 

dysfonctionnement du compartiment des lymphocytes B (258).   

 

1.3.7.1 Le stimulateur des Lymphocytes B  

Le stimulateur des lymphocytes B, BLyS, également appelé BAFF, est un élément 

essentiel de la réponse immunitaire innée. C’est une cytokine costimulatrice qui appartient à 

la superfamille du TNF ligand. Elle est exprimée sous forme trimérique à la surface de 

nombreuses cellules, telles que les neutrophiles activés (259), les monocytes et les macrophages 

(260), les DCs (261) et les lymphocytes T activés (262). Elle sera ensuite clivée par une furine 

puis relâchée sous forme soluble. 
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BLyS/BAFF peut se lier à trois récepteurs : le récepteur BLyS 3, (ou BR3 ou BAFF-R), 

le récepteur de l’antigène de maturation des cellules B, BCMA, et l’activateur 

transmembranaire-1 et modulateur du calcium et ligand de la cyclophiline, TACI (Fig. 1.9). 

 

 
 

Figure 1.9. BLyS et ses récepteurs. BLyS/BAFF se lie plus fortement à son récepteur BR3 
qu’à TACI ou BCMA, alors qu’APRIL présente une plus grande affinité pour les 
récepteurs TACI et BCMA par rapport à BLyS/BAFF. Les signaux de BLyS via le 
BR3 agissent principalement par l’activation de la voie non classique, NF-κB2, ce 
qui facilite la régulation à la hausse de plusieurs membres de la famille des anti-
apoptotiques Bcl-2. La liaison de BLyS ou APRIL aux récepteurs TACI ou BCMA 
entraine l’activation de NF-κB1, influençant ainsi la différenciation des 
lymphocytes B et la commutation de classe des immunoglobulines. D’après 
Khamashta M.A et al., 2009 (264), J Clin Invest. Licence 
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/. 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Des études in vitro et in vivo ont montré que BLyS/BAFF favorise la survie, la 

prolifération et la différenciation cellulaire des lymphocytes B, mais augmente également les 

niveaux d’immunoglobulines sériques. Chez la souris, il a été démontré que la suppression de 

BLyS/BAFF ou de son récepteur BCR3 entraîne la perte de cellules B périphériques matures 

(263).  

En plus de la costimulation des lymphocytes T, BLyS/BAFF améliore les réponses 

immunitaires humorales indépendantes et dépendantes des cellules T (265-267). Son expression 

et sa sécrétion sont influencées par les PRRS, comme les TLRs, mais également par certaines 

cytokines inflammatoires comme l’IL-2, le TNF-α et l’IFN-γ (259, 260, 268). Néanmoins, les 

données scientifiques ont établi qu’un blocage thérapeutique de BLyS/BAFF reste nécessaire 

pour traiter et améliorer certains cancer (269) et maladies auto-immunes (270, 271), suggérant 

ainsi un lien entre la surexpression de BLyS/BAFF et le développement de maladies 

inflammatoires. 

 

1.3.7.2 Les lymphocytes B de la zone marginale  

La zone marginale est un compartiment anatomique localisé au pourtour des CG et qui, 

en plus d’avoir les cellules B, contient d’autres cellules immunitaires comme les neutrophiles, 

les macrophages et les mDCs (187). Chez l’humain, les cellules B de la MZ sont localisées dans 

la rate. Elles ont la capacité de recirculer en périphérie puis sont retrouvées généralement dans 

les ganglions, les amygdales et dans certains tissus lymphoïdes au sein des muqueuses (256, 

272). Ainsi, ces cellules de la MZ sont parmi les premières à entrer en contact avec l’antigène 

dans les organes lymphoïdes secondaires (Fig. 1.10).  

Possédant un BCR polyréactif, les cellules B de la MZ sont dites innées ou de première 

ligne et ont la capacité à réagir rapidement à l’antigène. Elles sont capables de reconnaître 

plusieurs PAMPs, à l’aide des lectines et de nombreux TLRs présents à leur surface (252). Leur 

seuil d’activation est donc beaucoup plus faible que celui des cellules B folliculaires (273).  
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Figure 1.10 Réponses indépendantes des LT par les cellules B humaines MZ. Les 
antigènes T pénètrent dans la MZ et peuvent être capturés par des neutrophiles 
auxiliaires des cellules B (NBH) qui se différencient en neutrophiles circulants 
suite à la production d’IL-10. La capture antigénique peut également impliquer 
des macrophages, des cellules tapissant le sinus et des DCs. Ces cellules libèrent 
BAFF et d’autres cytokines qui iront se fixer sur leur récepteur respectif, 
engendrant ainsi l’activation des cellules B de la MZ et leur différenciation en 
plasmocytes à court terme pour la sécrétion d’Igs. PALS, gaine lymphoïde 
périartériolaire. Reproduction avec la permission de Springer Nature : Nature 
Reviews Immunology (256), copyright (2013). Numéro de licence 
4745661039371. 
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Le haut niveau d’expression d’IgM, du récepteur du complément CD21, du récepteur de 

costimulation CD27 et de la glycoprotéine CD38 (tous deux impliqués dans la différenciation 

et l’activation des cellules B), de CD1 ainsi que des molécules costimulatrices CD80 et CD86 à 

la surface des LB de la MZ, facilite la capture antigénique (273, 274). En effet, ces cellules 

nécessitent un double engagement des récepteurs antigéniques microbiens avec des signaux de 

costimulations provenant des DCs, des macrophages et des neutrophiles via diverses cytokines 

comme BLyS/BAFF, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-21, l’IFN-α et -β et CXCL10. Leur BCR étant stimulé, 

les cellules B se différencient en plasmocytes, sans l’aide des cellules T. Ces plasmocytes 

produiront des IgM, mais également des IgG et des IgA à la suite de commutations isotypiques, 

en réponse à des antigènes de la flore commensale qui migreront de la muqueuse intestinale vers 

la périphérie en l’absence d’infection. Cette réponse humorale innée génère alors une série 

d’immunoglobulines prêtes à agir, offrant une ligne de défense systémiquement rapide contre 

les agents pathogènes et les bactéries commensales qui franchissent la barrière muqueuse (256). 

 

1.3.7.3 Les fonctions des immunoglobulines 

Appartenant à la superfamille des immunoglobulines, les anticorps sont présents sous 

formes membranaire et soluble (275). Il existe cinq isotypes : les IgM, les IgD, les IgG, les IgA 

et les IgE, qui diffèrent tous au niveau de la région constante de la chaîne lourde, mais peuvent 

être identiques au niveau du site de liaison à l’antigène (276). 

 Les IgM sont présentes à la surface des cellules B lors de l’expression du BCR. Une fois 

sécrétés, elles reconnaissent divers déterminants microbiens et auto-antigènes, puis les éliminent 

efficacement. Sous forme pentamérique, elles participent aux réponses de première ligne en 

jouant un rôle dans l’agglutination des antigènes et de facilitant à l’activation du complément 

(277).   

Les IgD, co-exprimées avec les IgM à la surface des cellules B, ont tendance à diminuer 

leur niveau d’expression au fur et à mesure de la différenciation des cellules B. Elles sont 

connues pour être polyréactives et jouent un rôle dans l’anergie des cellules B via des voies 

tolérogéniques (278). Les IgD sécrétées semblent renforcer l’homéostasie et la surveillance 
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immunitaire des muqueuses en réagissant contre les antigènes mucosaux, notamment les 

microbes commensaux et les pathogènes (279). 

Les IgG sont des immunoglobulines circulantes les plus abondantes et jouent un rôle 

important dans l’infection. Elles ont la capacité d’activer le complément, de se rendre aux 

muqueuses génitales et de traverser le lumen via notamment le récepteur FcRn (280). On 

distingue quatre sous-types chez l’humain. Les IgG1 constituent la principale sous-classe 

représentant 60 % des IgG sériques et sont les plus abondantes dans le sérum. Ce sont de 

puissants effecteurs de neutralisation et elles peuvent déclencher l’ADCC, l’opsonisation ainsi 

que la cytotoxicité dépendante du complément. Elles peuvent donc présenter une réponse 

antibactérienne et antivirale (281). Les IgG2 représentent 32 % des IgG sériques et sont capables 

de se lier aux antigènes bactériens polysaccharidiques capsulaires (282). Elles présentent une 

résistance accrue aux protéases microbiennes (283), activent principalement la cascade de 

complément par la voie alternative (284) ainsi que l’ADCC via les macrophages et des 

leucocytes polynucléaires (285). Les IgG3, représentant 4 % des IgG en périphérie, participent 

également aux réponses virales et bactériennes, et peuvent déclencher l’ADCC. Ce sont de 

puissants pro-inflammatoires et, tout comme les IgG1, elles peuvent traverser la barrière 

placentaire, protégeant ainsi le fœtus des pathogènes (286); elles sont également très efficaces 

dans l’induction de fonctions effectrices. Les IgG4 ont un rôle protecteur dans l’allergie en 

bloquant et en inhibant la dégranulation des mastocytes; toutefois, elles entravent l’immunité 

antitumorale induite par IgG1 dans les mélanomes (287). 

Les IgA jouent un rôle particulièrement au sein des muqueuses intestinales, pulmonaires 

et génitales. On distingue les IgA1 qui sont sécrétées sous forme monomériques et qui sont 

particulièrement abondantes en périphérie; et les IgA2 qui interviennent dans les muqueuses 

sous formes dimériques (288). Ces dernières sont produites dans la lamina propria par les 

plasmocytes locaux, principalement sous forme dimérique (dIgA) et sont rapidement exportées 

vers le lumen. Par la suite, elles seront sécrétées sous forme sécrétoire (SIgA) via le récepteur 

polymérique des Ig (pIgR). Elles peuvent assurer la protection de l’hôte en piégeant, en 

neutralisant et en empêchant la transcytose (258).  

Les IgE, quant à eux sont des isotypes impliqués dans les mécanismes allergiques via 

des récepteurs de très haute affinité sur les mastocytes et les polynucléaires basophiles (289). 
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1.3.7.4 Les cellules B des muqueuses 

La fonction des lymphocytes B aux muqueuses a pour principal objectif de collaborer 

avec les cellules épithéliales des muqueuses afin de fournir une défense de première ligne à 

l’hôte, par la sécrétion majoritaire d’IgA. Pour se faire, ces lymphocytes B subissent une 

commutation de classe prédominante en IgA, aboutissant à une différenciation finale en 

plasmocytes (290). Des études faites dans la muqueuse intestinale montrent qu’une stimulation 

par BLyS/BAFF et APRIL favorisent la survie des cellules sécrétrices d’anticorps, ASC, de type 

IgA (291). De plus, la liaison de CD40 et son ligand CD40L, entre les cellules B et les cellules 

T folliculaires (Tfh) du CG respectivement (261), et celle du TGF-β et de son récepteur, induirait 

également des réponses IgA par les cellules B humaines (292). En effet, TGF-β est le facteur de 

commutation essentiel et son absence sur les cellules B entrainerait une réduction significative 

du nombre de plasmocytes qui sécrètent des IgA (148, 149). 

Récemment, l’équipe d’Iwasaki a démontré que les cellules B retrouvées dans le TGF 

des souris sont majoritairement des cellules B mémoires (293). Étant donné la très faible 

quantité d’anticorps circulants qui pénètre dans le TGF, les TRM CD4+ du TGF jouent un rôle 

essentiel dans le recrutement de cellules B mémoires circulantes au sein de la muqueuse vaginale 

(294). En effet, ces TRM CD4+ qui expriment CXCR3, sécrètent de l’IFN-γ et induisent des 

niveaux élevés de CXCL9 et de CXCL10. Ces dernières participent au recrutement des cellules 

B mémoires et aux sécrétions ultérieures d’anticorps dans le TGF (293). 

 

1.3.7.5 Les cellules B régulatrices 

Les cellules B régulatrices, Bregs, sont des cellules dites immunosuppressives. Elles sont 

caractérisées par leur capacité à produire de l’IL-10, du TGF-β et de l’IL-35 (295) (Fig. 1.11). 

Ces cellules ont été identifié comme ayant un profil CD24hiCD38hi et jouant un rôle crucial dans 

la régulation des réponses inflammatoires (296). Dans des conditions de maladies auto-

immunes, en plus d’être minoritaires, elles sont fonctionnellement défectueuses. Elles ne sont 

donc ni en mesure de sécréter de l’IL-10, ni de supprimer les cellules T effectrices Th1 (296). 
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Figure 1.11. Rôles des cellules B régulatrices dans la réponse immunitaire. (a) Les Bregs 
producteurs d'IL-10 suppriment la différenciation des cellules T effectrices 
Th1/Th17 et améliorent la polarisation Th2. Ils suppriment également l'activation 
des macrophages et des DCs. (b) Les Bregs, également producteurs de TGF-β, 
suppriment l'activation des Th1 et favorisent l'expansion des Tregs. (c) En sécrétant 
l’IL35, les Bregs suppriment l'activation des Th1/Th17 et favorisent l'expansion des 
Tregs. D’après Han J. et al., J Neurosci Res. (2016) (299). 10.1002/jnr.23749. 

 

Dans le cadre du VIH-1, les patients séropositifs présentent un nombre beaucoup plus 

élevé des cellules Bregs CD24hiCD38hi par rapport aux individus sains. Ce nombre élevé de Bregs 

entraine la sécrétion de l’IL-10, du TGF-β et de l’IL-35, mais également la sécrétion de la 

protéase granzyme, après la stimulation du BCR et du CD40 (297), conduisant ainsi à la 

suppression des lymphocytes T effecteurs (298).  

Toutefois, il est difficile de caractériser la population Bregs de façon précise. 

Contrairement aux cellules T régulatrices qui ont été associées au facteur de transcription 
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FOXP3, il n’existe actuellement aucun facteur de transcription connu qui identifie de façon 

spécifique la population des cellules B régulatrices. 

Notre équipe a récemment démontré que ces cellules co-expriment de hauts niveaux de 

molécules immunorégulatrices de surface CD39, CD73 et de CD83, à l’état basal (300). En 

effet, les protéines CD39 et CD73 sont connues pour intervenir dans les voies de signalisation 

de l’adénosine et sont associées aux cellules régulatrices T et B (301). De plus, l’expression de 

gènes des récepteurs nucléaires NR4A1, -2 et -3 a été observée dans les cellules B innées de la 

MZ ex vivo (300). Les récepteurs nucléaires NR4A sont connus pour être associés à la fonction 

régulatrice des Tregs en favorisant directement l’expression du facteur de transcription FOXP3 

(246). Ce sont donc d’importants régulateurs de la réponse inflammatoire qui peuvent être 

transitoirement régulés à la hausse après une stimulation via le TCR ou le BCR (302). Ces 

nouvelles observations éclairent un peu plus le potentiel des Bregs au sein des populations B 

innées de la MZ, et les récepteurs NR4A1-3, nouvellement identifiés comme marqueurs 

potentiels des Bregs et des Tregs pourraient être impliqués dans le statut de cellules B régulatrices. 

 

1.4 Les molécules d’intérêts pour cette étude 

Il existe plusieurs molécules qui sont impliquées dans la tolérance aux muqueuses. Elles 

favorisent en partie la polarisation des cellules effectrices en cellules régulatrices et la sécrétion 

des IgA par les cellules B. Ces molécules et bien d’autres contribuent à l’homéostasie 

immunitaire des muqueuses en jouant un rôle clé dans la régulation de la réponse immunitaire 

face aux infections.  

 

1.4.1 La cytokine IL-10 

L’IL-10 est une cytokine immunomodulatrice qui joue un rôle central dans le contrôle 

de l’inflammation, dans l’inhibition des réponses immunitaires et dans l’induction de la 

tolérance (303). Elle diminue le niveau d’expression du CMH-II et des molécules de 
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costimulations telles que le CD80 et le CD86, sur des DCs (304). La présence d’IL-10 dans les 

DCs matures (305), ou encore l’exposition des DCs immatures à l’IL-10 (306), inhibent la 

sécrétion d’IL-1β, d’IL-6, de TNFα et d’IL-12 (303, 307). En revanche, l’IL-10 régule à la 

hausse l’expression de HLA-G (voir paragraphe suivant) (308), de l’ILT2 et l’ILT4 (309) sur 

les précurseurs des DCs, ce qui permet aux DCs d’induire les Tregs et les Bregs par la suite. De 

plus, l’IL-10 joue un rôle important dans la génération des cellules T et B régulatrices, en 

périphérie et dans les muqueuses (310).  

 

1.4.2 HLA-G et ses récepteurs 

HLA-G est une molécule non classique d’histocompatibilité majeure de classe I. Elle se 

caractérise par un polymorphisme allélique relativement faible et une distribution tissulaire 

fortement restreinte par rapport aux molécules HLA classiques de classe I. Au niveau structural, 

HLA-G peut générer sept isoformes différents, soit membranaires (HLA-G1, -G2, -G3 et -G4) 

et solubles (HLA-G1, -G5, -G6 et -G7) (311). 

HLA-G est un des ligands des récepteurs de transcrit analogue à l’immunoglobuline, 

l’ILT2 et l’ILT4 (312). Ces récepteurs sont exprimés par des sous-populations de lymphocytes 

T et B, de cellules NK et par des monocytes, des macrophages et des DCs (313). En raison de 

la fonctionnalité de ces récepteurs et de leur profil d’expression, HLA-G a la capacité de 

moduler la réponse du système immunitaire adaptatif et inné. Elle confère au fœtus une 

protection semi-allogénique vis-à-vis du système immunitaire maternel, en empêchant le rejet 

du fœtus et permettre l’implantation de l’ovule fécondé (314). Elle semble également agir 

comme inducteur de tolérance lors de greffes d’organes, mais également lors de certains cancers 

et de certaines maladies infectieuses (315). L’interaction de HLA-G avec l’IL-4 induit la 

production des cellules Tr1 par l’intermédiaire des DC-10.  

Par ailleurs, des études de notre laboratoire ont démontré que des niveaux élevés de 

HLA-G soluble dans la muqueuse vaginale sont associés à une infection par le VIH-1 (4, 5). En 

effet, les molécules solubles de HLA-G étant générées à la suite du clivage de l’isoforme HLA-

G1 membranaire sous la forme soluble HLA-G5, le VIH-1 peut réguler à la baisse l’expression 
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de surface de HLA-G1 grâce à un mécanisme dépendant de Vpu (316). Ainsi, il se pourrait que 

le virus réduise le niveau d’expression membranaire de HLA-G1, augmentant ainsi son clivage 

et le taux de HLA-G soluble chez les personnes infectées par le VIH-1.  

 

1.4.3 Les interférons  

Détectés par de nombreux PRRs, les infections virales déclenchent de multiples cascades 

de signalisation aboutissant à la libération, entre autres, de molécules d’interférons (IFN). Ce 

sont des cytokines pro-inflammatoires et immunomodulatrices qui induisent un état antiviral 

chez l’hôte, aboutissant ainsi au blocage de la réplication du virus. Elles sont essentiellement 

produites par les pDCs et reconnaissent un même récepteur, IFNR, entraînant la régulation à la 

hausse d’ISG (317).  

Un certain nombre de PRRs sont impliqués dans la détection du VIH-1, y compris les 

TLR7 qui reconnaissent l’ARN viral dans les endosomes. L’activation de TLR7 provoque le 

recrutement du gène MyD88 (myeloid diffentiation primary response gene 88), ce qui conduit 

à l’induction de l’IFN et de d’autres cytokines par l’activation des facteurs de transcription IRF7 

et NF-kB (318). Des études in vitro ont montré que les pDCs peuvent détecter efficacement les 

particules libres du VIH-1 ainsi que les cellules infectées par le virus, conduisant à la production 

de niveaux élevés d’IFN-α (319). De plus, chez les macaques infectés par le SIV, l’arrêt de la 

production d’IFN est fortement associé à l’épuisement des pDCs (320) et au blocage de TLR7. 

Il s’en suit d’une diminution de la production d’IFN (321) soulignant davantage l’importance 

de la détection des TLRs in vivo.  

Toutefois, une production accrue d’IFN peut être délétère pour l’organisme. En effet, 

des niveaux constamment élevés d’ISG et d’IFN-α seraient associés à une augmentation 

significative de l’expression de l’ARNm corécepteur CCR5 du VIH-1 et à la déplétion des LT-

CD4+ (322). Ainsi, ces IFN peuvent supprimer la réplication du virus, mais, en excès, ils sont 

capables de mener à la suppression des LT-CD4+, ce qui aboutirait à l’évolution de l’infection 

par le VIH-1. 
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1.4.4 Les molécules « check point » d’intérêt pour cette étude 

Le maintien de l’homéostasie immunitaire est essentiel à la survie de l’hôte. Les 

réponses immunitaires incontrôlées face aux agents pathogènes peuvent provoquer des lésions 

inflammatoires des tissus. Ainsi, l’emploi de molécules « check point » par le système 

immunitaire reste nécessaire afin de protéger l’hôte contre les dommages cellulaires. 

La molécule PD-1 (Programmed cell death 1) ou CD279 est une protéine exprimée à la 

surface des lymphocytes T activés, qui a deux ligands PD-L1 (CD274) et PD-L2 (CD273). PD-

L1 est régulée par IFN-I et IFN-γ (323, 324) et exprimée de manière constitutive sur les DCs 

immatures, ainsi que sur d’autres cellules immunitaires et non immunes comme les cellules 

épithéliales, stromales et cancéreuses. PD-L2 est exprimée uniquement sur les APCs, à savoir 

les DCs, les lymphocytes B du CG et les macrophages (325). Un des mécanismes des DCs 

tolérogéniques pour induire les iTregs est obtenu par la signalisation de PD-1. En effet, 

l’interaction PD-1/PD-L1 limiterait la survie et la prolifération des cellules T effectrices (326) 

mais favoriserait la différenciation des cellules T régulatrices (327). 

La molécule CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) ou CD152 est un 

récepteur membranaire exprimé à la surface des lymphocytes T activés. Il agit principalement 

en entrant en compétition avec le récepteur CD28, pour se lier aux ligands B7 sur les APCs. En 

effet, les récepteurs CD28, également localisés sur les cellules T activés, se lient aux ligands B7 

(avec une affinité inférieure par rapport à CTLA-4) et fournissent le deuxième signal d'activation 

essentiel pour l’activation des lymphocytes T (328). Toutefois, les cellules Tregs  expriment 

également CTLA-4, en raison du niveau d’expression de FOXP3, ce qui pourrait médier à la 

suppression des cellules cibles (325). Les études faites chez l’humain ont démontré que 

l’expression de CTLA-4 est régulée à la hausse lors d’infections par le VIH-1 mais également 

dans d’autres infections, et un blocage in vitro de CTLA-4 sur les LT-CD4+ pourrait augmenter 

leur spécificité face au virus (329). 

Une autre molécule de régulation importante est ICOS (Inducible T cell Costimulator) 

ou CD278. C’est une molécule exprimée sur les cellules LT-CD4+ après l’activation du TCR 

(330), qui interagit spécifiquement avec son ligand, ICOSL, sur les APCs (331). De manière 

générale, ICOS régule la croissance, la prolifération et la survie des lymphocytes T 
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dépendamment du milieu environnant, à savoir s’il y a présence d’inflammation ou non (332). 

Les DCs immatures expriment de grandes quantités d’ICOSL à leur surface, ce qui est important 

puisque, lors d’une faible stimulation par le CD28 des lymphocytes T, un fort signal d’ICOS 

sera émis par les cellules T. Ce signal stabilisera le récepteur de l’IL-10 à la surface des 

lymphocytes T stimulés, entrainant alors la prolifération des cellules iTregs (333). Ainsi, 

l’interaction ICOS/ICOSL est nécessaire pour l’induction des Tregs  ou pour le maintien de la 

tolérance périphérique (334, 335). 

Étant un homologue de CD4, LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) ou CD223 est 

principalement exprimé sur les LT-CD4+, LT-CD8+ et les cellules NK activées qui résident dans 

les organes lymphoïdes secondaires infectés ou tumoraux (336). En plus d’être importante à 

l’expansion et à l’homéostasie des cellules T effectrices (337), LAG-3 possède une activité 

régulatrice nécessaire à la fonction des cellules Tr1 (338) et constitue donc un marqueur 

phénotypique des iTregs indépendants de FOXP3, mais producteurs d’IL-10 (339). 

 

1.5 Les modèles de transmission et d’infection du VIH-1 dans le tractus génital féminin 

Après un contact avec le VIH-1 lors de rapport hétérosexuel, la dissémination du virus 

vers les organes lymphoïdes secondaires peut se produire très rapidement en quelques heures 

(340). La mise en place de réponses adaptatives efficaces contre le virus pouvant aller jusqu’à 

quelques semaines, c’est la réponse innée qui, par des mécanismes de défense non spécifiques, 

intervient afin de limiter la dispersion du virus dans l’organisme.  

Jusqu’à présent, les mécanismes conduisant à l’infection par le VIH-1 dans le TGF ne 

sont pas encore clairs. Les modèles actuels de transmission sexuelle du VIH-1 sont largement 

basés sur les études faites dans le GALT (160), mais également sur les études de transmission 

du SIV chez le macaque rhésus (340). 

Les cellules épithéliales qui tapissent la muqueuse vaginale et de l’exocol sont 

généralement serrées/stratifiées et en monocouche, respectivement. Toutefois, des lésions 

préexistantes, à la suite d’IST ou de relations sexuelles violentes, altèrent l’étanchéité des 

cellules épithéliales. Ces lésions favorisent l’inflammation et augmentent ainsi les probabilités 
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d’une infection, à la suite du recrutement de cellules cibles. De plus, dans le contexte d’une 

infection précoce par le VIH-1, l’intégrité de cette barrière épithéliale est influencée par des 

facteurs pro-inflammatoires comme le TNF (147), mais également par une activité soutenue des 

cellules Th17 (341). Tout ceci augmente les risques de translocation microbienne et d’infection 

chronique (160).  

Les cellules épithéliales ne possédant pas de CD4, utilisent le récepteur de 

glycosphingolipide, GalCer, localisé à leur surface (162). Ce dernier se lie aux glycoprotéines 

gp120 et gp41 du VIH-1 (342), favorisant ainsi la transcytose du virus à travers la barrière 

épithéliale (147, 161, 343) puis son transfert aux DCs et aux cellules cibles (6, 46, 344). Bien 

que les DCs immatures puissent être infectées par le VIH-1, elles expriment de puissants 

facteurs de restriction tels que SAMHD1 (345), les empêchant donc d’être une cible principale 

pour le virus. Autre fait intéressant, le VIH-1 peut être intériorisé par les cellules épithéliales du 

TGF grâce au récepteur protéique appartenant à la famille des SRCR (scavenger receptor 

cysteine-rich), la gp340, qu’elles expriment à leur surface. Cette internalisation entraine la 

production de lymphopoïétine stromale thymique pro-inflammatoire, TSLP, via la signalisation 

de TLR7, ce qui active les DCs et la dissémination virale aux LT-CD4+ cibles (346). 

Les modèles d’infection vaginale par le SIV ont identifié de nombreux foyers infectieux 

au sein du TGF tôt après l’infection (Fig. 1.12).  Une des sous populations des LT-CD4+ 

identifiées comme étant les cibles privilégiées du SIV après une transmission sont les cellules 

Th17 (235, 340). Ces cellules expriment CCR6+ et requièrent certaines cytokines comme l’IL-

6, l’IL-21, l’IL-23, l’IL-1β et le TGF-β pour leur différenciation (347, 348), mais également le 

facteur de transcription RORγt (Retinoic acid receptor- related Orphan Receptor gamma) (235, 

340). Les Th17 sont connues pour exprimer également l’intégrine α4β7, un autre corécepteur 

du VIH-1, facilitant ainsi leur infection (234).  

De fortes doses de SIV dans la muqueuse vaginale des macaque rhésus entrainent une 

augmentation de la chimiokine MIP-3α/CCL20 (344), ligands de CCR6+ sécrétés 

principalement par les cellules épithéliales des muqueuses. La sécrétion de cette chimiokine 

permet alors le recrutement des DCs et des macrophages au sein de l’épithélium cervical (349, 

350). 
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Figure 1.12. Transmission du SIV dans le modèle animal macaque rhésus. Le virus traverse 
la barrière muqueuse et établit une petite population fondatrice de cellules cibles T 
CD4+ infectées dans les heures qui suivent le début de l’infection. La production de 
MIP-3α entraine le recrutement de pDCs, qui sécrètent à leur tour du MIP-1β afin 
de recruter des cellules cibles T-CD4+ entraînant leur expansion clonale puis la 
propagation de l’infection dans l’organisme au bout de quelques jours. Reproduction 
avec la permission de Springer Nature : Nature (161), copyright (2010). Numéro de 
licence 4825160065831. 
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Fait intéressant, un blocage précoce de MIP-3α et de cytokines pro-inflammatoires 

empêcherait le recrutement cellulaire, l’établissement d’un milieu inflammatoire et une 

infection malgré une exposition intravaginale répétée à de fortes doses de SIV (349, 351). En 

plus de MIP-1α/CCL3 et MIP-1β/CCL4 qui jouent un rôle dans le recrutement des LT-CD4+, 

IFN-α est un important promoteur de l’expansion clonale des cellules LT-CD4+ au niveau de la 

muqueuse vaginale jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires (344).  

L’établissement d’une infection systémique conduit finalement à un épuisement massif 

de cellules LT-CD4+, principalement les cellules Th17 ayant un profil CCR4+CCR6+, dans les 

muqueuses. Il en résulte un déséquilibre cellulaire favorisant la population des Tregs de type 

FOXP3 chez les sujets infectés par le VIH/SIV (2, 352-354) par rapport aux cellules effectrices.  

 

1.6 Les traitements et les préventions mis en place pour lutter contre l’infection 

Le traitement antirétroviral actuel est efficace pour atténuer de façon drastique la 

réplication virale, réduire le taux de morbidité/mortalité associé au VIH-1, et il permet aux 

personnes infectées de sortir de la phase SIDA. 

Aujourd’hui, il existe plusieurs traitements contre le VIH-1, à savoir la ART ou la 

thérapie antirétrovirale combinée (273). Ces traitements emploient plusieurs molécules qui, 

associées entre elles, peuvent intervenir à différentes étapes du cycle viral du VIH-1, et 

empêcher la réplication du virus. On observe ainsi une forte diminution de la charge virale 

plasmatique, atteignant souvent la barre des 50 copies d’ARN/ml de plasma ou moins, ne 

permettant donc pas sa détection par des tests commerciaux (355); on observe également un 

rétablissement du nombre de cellules T-CD4+, soit 350 à 500 cellules T-CD4+/mm3 de plasma 

(356), traduisant la reconstitution progressive, mais incomplète, du système immunitaire. 

Toutefois, la thérapie antirétrovirale actuelle ne permet pas une éradication complète du virus 

et un arrêt du traitement entraine une augmentation de la charge virale, généralement au bout de 

quelques semaines.  

Concernant les préventions mises en place, en plus de l’utilisation du préservatif lors des 

rapports sexuels, il y a les prophylaxies préexposition (PrEP) et post-exposition (PPE). Les PrEP 
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sont connues pour réduire de manière efficace l’acquisition du VIH-1 chez les personnes non 

infectées, mais ayant un risque élevé de contracter le virus (357), alors que la PPE est 

recommandée pour toutes les personnes séronégatives qui ont été, ou qui pensent avoir été, en 

contact avec une ou des personnes infectées par le VIH-1, dans les 72 heures qui suivent 

l’exposition (358).  

Les microbicides vaginaux et rectaux sont d’autres modes de prévention qui ciblent les 

différentes étapes du cycle du VIH-1, notamment la liaison de la g120 au CD4 et la fusion entre 

les membranes virale et cellulaire (359). Ces microbicides sont administrés par voie topique 

sous forme de gel, de comprimé, de film ou d’anneau intravaginal dans la muqueuse génitale ou 

colorectale aux personnes à haut risque d’infection. La circoncision médicale masculine 

constitue une intervention efficace de prévention du VIH qui a considérablement diminué 

l’acquisition du VIH-1 chez les hommes (360).  

 

1.7 Les stratégies vaccinales contre le VIH-1 

De nouvelles stratégies sont à l’étude afin d’élaborer des vaccins permettant la 

prévention et le traitement de la maladie. En 2009, le RV144, a été la première approche 

vaccinale qui a réussi à démontrer son efficacité à réduire l’acquisition du VIH-1 à 44% après 

18 mois, puis de 31% au bout de 42 mois après la première vaccination (361, 362). Ces données 

suggèrent ainsi un effet vaccinal précoce, mais non durable. Toutefois, les réponses 

immunitaires spécifiques du VIH-1 dans les sécrétions ano/génitales n’ont pas été caractérisées, 

du fait de l’absence de prélèvements dans les muqueuses lors de cet essai vaccinal.   

Il est maintenant connu que l’infection naturelle par le VIH-1 est capable d’induire des 

anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs), qui peuvent cibler l'enveloppe virale afin 

d’inhiber efficacement sa réplication in vitro (363). Cependant, ces bNAbs sont peu nombreux 

et sont produits par un faible pourcentage d’individus. L’immunisation passive d’anticorps 

monoclonaux reste, en termes de stratégie vaccinale, l’une des approches actuelles utilisées afin 

de neutraliser un large éventail des diverses souches du VIH-1, in vitro (364, 365). D’ailleurs, 

la combinaison de deux puissants bNAbs, ciblant des épitopes indépendants de l'enveloppe du 
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VIH-1, maintient une suppression de la charge virale durant près de 4 mois chez les individus 

séropositifs, sans développer de souches virales résistantes aux deux anticorps (366). Toutefois, 

la diversité génétique du VIH-1 ainsi que la variabilité des séquences conformationnelles de 

l’enveloppe virale affectent le développement des bNAbs spécifiques, ce qui rend difficile 

l’élaboration de stratégies vaccinales (367). 

 

1.8 Les différents types de patients 

De manière générale, les progresseurs rapides correspondent à 10 à 15 % des personnes 

infectées par le VIH-1. La période asymptomatique étant très courte, voire absente dans certains 

cas, ces personnes développent beaucoup plus rapidement la maladie et arrivent au bout de 2 à 

3 ans dans la phase SIDA (87, 368). Les progresseurs rapides possèdent beaucoup de souches 

virales à tropisme X4, ce qui favorise une meilleure dissémination du virus chez l’individu, 

caractérisée par une réplication virale très active et la chute rapide du nombre des LT-CD4+ 

(369). On observe également un délai dans la réponse des LT-CD8+ (370) et la présence de 

nombreux facteurs d’inflammation (371).  

Les progresseurs lents ou LTNPs (Long Term Non Progressors), ont une virémie faible, 

mais détectable et représentent moins de 5 % des personnes séropositives. Ils possèdent une 

phase asymptomatique très longue de dix années (372). En l’absence de traitement 

antirétroviral, ces personnes restent cliniquement ou immunologiquement stables pendant des 

années. On observe des niveaux de cellules T-CD4+ périphériques normaux et stables supérieurs 

à 500 cellules/mm3 de plasma, une faible charge virale, soit moins 104 copies d’ARN viral/ml 

de sang (373), et la préservation des fonctions immunitaires (372, 374, 375). Le contrôle de 

l’infection par ces individus pourrait s’expliquer par la présence des allèles HLA-B*27 et HLA-

B*57 de façon dominante chez certains LTNPs, entrainant ainsi une réponse très spécifique 

contre le VIH-1 afin de favoriser une stimulation des LT-CD8+ cytotoxiques par les cellules T-

CD4+ (376, 377). Toutefois, ces données restent encore controversées. En effet, certaines 

données scientifiques ont démontré que la plupart des LTNPs, avec ou sans allèles HLA-B*27 
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et HLA-B*57, possédaient des lymphocytes T CD8+ spécifiques du VIH-1 (378-380) suggérant 

la possibilité d’autres mécanismes responsables du contrôle de la virémie chez ces individus.  

Les « Elites Controllers »  (EC) représente moins de 1 % des LTNPs. Ces individus ont 

une charge virale indétectable et sont capables de contrôler naturellement la réplication du virus. 

Ils possèdent moins de 50 copies d’ARN viral/ml de plasma et maintiennent un nombre de 

lymphocytes T-CD4+ normal (372, 375, 381). La capacité des cellules T-CD8+ spécifiques du 

VIH-1 à augmenter leur contenu en protéines , telles que le granzyme B et la perforine connues 

pour médier la cytotoxicité, semble être un moyen essentiel de réguler la capacité cytotoxique 

spécifique du VIH-1.  

 

1.9 Les cas cliniques de guérison  

À ce jour, seuls trois cas de guérison du VIH-1 ont été rapportés. Il s’agit de Timothy 

Ray Brown surnommé le « patient de Berlin », Adam Castillejo pour le « patient de Londres » 

et le « patient de Düsseldorf » (382-384).  

Suite à des greffes de cellules souches de cellules immunitaires, ces hommes séropositifs 

ont été guéris d’une tumeur maligne, la leucémie myéloïde aigüe pour Timothy Ray Brown et 

pour le « patient de Düsseldorf », et le lymphome de Hodgkin pour Adam Castillejo. Ces cellules 

souches proviennent de donneurs homozygotes porteurs d’une mutation génétique rare, se 

caractérisant par la délétion de 32 paires de bases sur l’allèle ccr5. Cette mutation entraine ainsi 

l’absence du corécepteur CCR5 (CCR5Δ32) sur les LT-CD4+ et rend ces derniers résistants à 

l’infection par le VIH-1 (382-384). Ces patients ont suivi une chimiothérapie hautement toxique 

et, dans le cas de M. Brown, une radiothérapie de tout le corps a été faite, afin de traiter le cancer 

(382). Quelque temps après cette greffe, les patients ont arrêté leur traitement sous ART et ont 

été en mesure de contrôler spontanément la réplication du virus, en maintenant une charge virale 

indétectable en périphérie et dans les différents tissus (385). 



 

51 

1.10 Les individus séronégatifs exposés au VIH-1 

Il existe certaines personnes qui sont exposées de façon répétée au VIH-1, mais qui ne 

développent pas d’infection, c’est-à-dire qu’elles demeurent négatives pour la présence d’IgG 

dirigées contre la gp120 de l’enveloppe du virus, ainsi que pour la présence d’ARN viral dans 

le sang. Ces personnes sont dites « séronégatives exposées au VIH » (HESN). Parmi elles, on 

retrouve (i) les couples discordants dans lesquels un seul des deux partenaires se retrouve à être 

infecté par le VIH-1; (ii) les personnes exposées non sexuellement, les nourrissons nés de mères 

infectées par le VIH-1; (iii) les personnes ayant des relations sexuelles à haut risque, y compris 

les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes et les travailleuses du sexe 

« commercial sex workers » (CSWs) (386, 387). Les deux groupes d’études les plus courants, à 

savoir les couples discordants et les CSWs, sont utiles à étudier, car les détails précis de 

l’exposition sont connus. L’études de ces groupes de personnes peuvent fournir des données très 

utiles pour l’identification des différents facteurs de l’hôte qui contribueraient à leur protection 

contre le VIH-1.  

Différentes études effectuées chez les HESN ont démontré l’existence des LT-CD4+ et 

des LT-CD8+ spécifiques au VIH-1, tant au niveau muqueux que systémique (388, 389). En 

effet, les LT-CD8+
 spécifiques au VIH-1 des HESN reconnaissent des épitopes viraux différents 

de ceux reconnus par les LT-CD8+
 des personnes séropositives (390). Les LT-CD4+ des HESN 

stimulés avec certains peptides de l’enveloppe virale sont capables de proliférer et de sécréter 

de l’IL-2 et d’autres cytokines (388, 391). Aussi, des fréquences élevées de cellules T 

régulatrices ont également été identifiées dans le sang de HESN par rapport au groupe de 

personnes séropositives (392), ce qui pourrait contribuer à un faible niveau d’activation et une 

régulation immunitaire plus efficace.  

Quelques études ont permis d’établir l’existence d’anticorps chez les HESN qui auraient 

probablement une activité neutralisante ou empêcheraient la transcytose du virus au travers de 

l’épithélium de la muqueuse vaginale. En effet, la présence d’IgA ayant la capacité de neutraliser 

le VIH-1 a été démontrée chez des HESN au Kenya et en Italie, dans les deux compartiments, 

sang et muqueuses (393, 394). Toutefois, leur rôle dans la protection contre le VIH-1 reste 

encore controversé (395-398).  
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La résistance au VIH-1 pourrait également être reliée à un équilibre entre la réponse 

immunitaire efficace et le contrôle de l’inflammation au site initial de l’infection, ce qui 

limiterait le nombre de cellules cibles et la dissémination du virus en périphérie. La sécrétion de 

certains facteurs mucosaux sont associées à la résistance. En effet, des études effectuées dans 

une cohorte au Kenya ont permis d’identifier la présence de protéines innées antimicrobiennes 

comme la lactoferrine, la serpine, la cystatine, l’élafine/trappine 2 dans les sécrétions vaginales 

des HESN comparativement aux personnes infectées par le VIH-1, ce qui pourraient contribuer 

à la protection du VIH-1 (9, 134).  

En plus de la présence de protéines antimicrobiennes, nos études précédentes exécutées 

au laboratoire ont montré que les taux de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1α, l’IFN-

γ et le TNF-α, les monokines induites par l’IFN-γ, MIG, et les chimiokines induites par l’IFN-

γ, IP-10, étaient plus faibles dans le liquide cervico-vaginal (CVL) des HESN par rapport aux 

personnes infectées par le VIH-1 (4, 399). La sécrétion des β-chimiokines MIP-1α, MIP-1β et 

RANTES chez les HESN a été associée à la prévention de l’infection, car à forte concentration, 

elles sont capables d’entrer en compétition avec le virus afin de se lier au corécepteur CCR5 (4, 

134, 399, 400).  

Dans nos précédentes études chez les souris transgéniques, nous avons constaté une 

augmentation des cellules B de la MZ en accord avec l’augmentation des niveaux de 

BLyS/BAFF (401). Il est connu que les molécules CD1 jouent un rôle important dans les 

réponses immunitaires innées. Elles sont spécialisées dans la capture et dans la présentation des 

lipides/glycolipides à la surface cellulaire (402). Tout comme le groupe de Cerutti et Weill, nous 

avons utilisé le marqueur CD1c afin de distinguer les cellules B innées de la MZ chez l’humain 

(256, 272). Nous avons pu démontrer que la surexpression de BLyS/BAFF plasmatique 

concordait à la fois avec la fréquence élevée des cellules B de la MZ de type CD1c+ 

« précurseurs » et l’hyperglobulinémie chez les progresseurs rapides et classiques infectés par 

le VIH-1, de la cohorte HARSAH (403). Ces mêmes résultats ont été confirmés dans le sang 

des travailleuses du sexe infectées par le VIH-1, CSW+HIV+, comparativement aux deux autres 

groupes, les travailleuses du sexe non infectées par le VIH-1, HESN, et les femmes du groupe 

contrôle de la population générale, Non-CSW HIV- (404, 405) (Annexe 1).  
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Suite à ces travaux, nous pensons que l’immunité naturelle chez les HESN est 

multifactorielle et fait appel à un ensemble de facteurs génétiques et environnementaux, ce qui 

leur permettent de maintenir une réponse inflammatoire faible au sein de leur muqueuse 

vaginale. 

 

1.11 Les hypothèses et les objectifs de recherche 

À la suite de toutes ces données connues chez les HESN, nous pensons que les 

mécanismes de tolérance chez ces femmes, sur le plan génital, pourraient aider au contrôle de 

l’infection par le VIH-1. Toutefois, la compréhension de la réaction de l’hôte au niveau du TGF, 

lors de l’infection, reste encore floue.  

Le présent travail a pour but de continuer les travaux d’élucidation des mécanismes de 

l’immunité naturelle face au VIH-1 chez les HESN, sur le plan du tractus génital. Notre 

hypothèse générale est donc que le maintien de faibles conditions inflammatoires dans le TGF 

des femmes HESN prévient une activation immunitaire excessive en préservant l’intégrité de la 

barrière muqueuse et contribue ainsi à maintenir une protection contre le virus.  

Étant donné que BLyS/BAFF est reconnu pour son rôle dans l’ontogenèse des cellules B et dans 

leur sélection vers le pool de cellules B innées de la MZ, notre hypothèse spécifique est que : 

1) La différence du niveau d’expression de BLyS/BAFF et la réponse en anticorps des 

cellules B innées de la MZ pourraient contribuer à une immunité naturelle dans le TGF des 

HESN. 

De plus, sachant que les DCs sont l’une des premières cellules à rencontrer le virus dans le TGF 

et qu’elles jouent un rôle essentiel dans l’orchestration des réponses immunitaires pour réguler 

les cellules T et B, nos hypothèses spécifiques sont que : 

2) Les cellules dendritiques pourraient induire une réponse immune régulatrice et antivirale, à 

travers la production de cytokines et de cellules régulatrices au site initial de l’infection 

dans le TGF des HESN. 
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3) La présence de monocytes sanguins phénotypiquement différents pourrait être impliquée 

dans la génération de MoDCs tolérogéniques observés dans le TGF des HESN. 

Afin de tester ces hypothèses, notre objectif principal a été de caractériser l’environnement de 

la muqueuse génitale ainsi que les cellules immunitaires qui sont associées à l’immunité 

naturelle contribuant à la modulation de faibles conditions inflammatoires observées dans le 

TGF de ces HESN.  

Ainsi, en comparant les HESN par rapport aux groupes contrôles, à savoir les CSW+HIV+ 

et les Non-CSW HIV-, les objectifs spécifiques de cette étude sont : 

1) de mesurer les niveaux de BLyS/BAFF soluble dans le CVL, d’identifier et de 

caractériser les cellules B innées de la MZ ainsi que la nature et la spécificité des 

anticorps et isotypes envers les protéines gp120 et pg41 dans le CVL des HESN. 

2) d’identifier et de caractériser les populations génitales immunorégulatrices, notamment 

les Tregs et les Tr1 ainsi que les mDCs présents au niveau de la muqueuse génitale des 

HESN. 

3) de déterminer le profil transcriptomique et phénotypique des monocytes sanguins totaux 

des HESN et de caractériser leur différenciation in vitro en MoDCs. 

 

Cette étude contribuera à une meilleure compréhension des facteurs intervenant dans l’immunité 

naturelle et contrôlant l’infection par le VIH-1, dans la muqueuse génitale des HESN béninoises.  

 

1.12 Description de notre cohorte : les travailleuses du sexe béninoises 

Le Bénin est un pays francophone d’Afrique de l’Ouest, sa capitale officielle étant la 

ville de Porto-Novo, et sa capitale économique Cotonou. Selon l’ONUSIDA 2019, la prévalence 

du VIH-1 chez les travailleuses du sexe au Bénin est d’environ 8,5 % (1). 

De ce fait, notre laboratoire a établi une cohorte de travailleuses du sexe commerciales 

(CSWs) fortement exposées au VIH-1. Dans ce groupe de CSWs (n = 281), nous avons identifié 
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des femmes séropositives, CSWs+ HIV+ (n = 129) et des femmes non infectées, CSWs+ HIV- 

(n = 152). Parmi les CSWs+ HIV-, certaines ont été identifiées comme étant des femmes HESN, 

c’est-à-dire qu’elles demeurent séronégatives malgré de nombreuses années de prostitution et 

d’exposition au VIH. Ces femmes CSWs sont inscrites dans une clinique spécialisée à Cotonou, 

au Bénin. Nous avons également recruté des femmes témoins de la population générale, Non-

CSWs HIV- (n = 70), inscrites dans une clinique de santé générale de Cotonou, qui sont non 

infectées et présentent un faible risque d’exposition au VIH-1. Toutes ces femmes ont donné au 

préalable leur consentement par écrit et ont été suivies à intervalles de trois mois sur une période 

de trois ans, soit quatre visites par année.  

Lors de leur inscription, les participantes ont été invitées à répondre à un questionnaire 

démographique et comportemental détaillé, afin de connaitre leur âge, leur nombre d’années de 

prostitution, l’utilisation ou non de préservatifs lors de leurs rapports sexuels, l’emploi de 

douche vaginale, et de savoir si elles avaient déjà été enceintes. À chaque visite de suivi, ces 

femmes ont subi un examen gynécologique permettant (i) le diagnostic d’éventuelles vaginoses 

bactériennes, ulcère génital, cervicite, etc.; (ii) le dépistage de possible IST comme la gonorrhée, 

la chlamydia, l’herpès simplex de type 2, HSV-2, et le VIH-1, et (iii) de procéder à des 

prélèvements d’échantillons cervico-vaginaux (CVL et cytobrosse) et sérologiques. Les 

participantes refusant le prélèvement sanguin par ponction veineuse se voyaient prélever une 

goutte de sang au bout de leur doigt. Les femmes séropositives ont été informées de leur statut 

clinique et ont reçu un traitement pour les infections connexes ainsi que des conseils sur divers 

aspects de la transmission du VIH-1. De plus, elles ont été dirigées vers le programme national 

de traitement antirétroviral. 

Ainsi, pour les femmes CSW et les Non-CSW HIV-, nous avons exclu de l’étude toutes 

celles qui étaient mineures (moins de 18 ans), enceintes, menstruées, sous contraceptifs oraux, 

positives pour le HSV-2, celles qui avaient des co-infections, des vaginoses bactériennes et 

autres symptômes cliniques. Nous nous sommes assurés également qu’elles étaient toutes dans 

la phase folliculaire de leur cycle. Le choix des HESN s’est fait en suivant les mêmes critères 

mentionnés précédemment, mais également en sélectionnant uniquement celles qui avaient plus 

de sept années de prostitution à leur actif. 

 



 

 

 

 CHAPITRE II 

Les niveaux faibles de BLyS/BAFF et des fréquences des cellules B innées de types 

CD1c+ de la zone marginale du tractus génital sont associés à l’immunité naturelle 

au VIH-1 chez les femmes HESN 

 

 

2.1 Mise en contexte 

En accord avec nos résultats trouvés chez les « Elite Controllers » de la cohorte 

HARSAH, nos précédentes analyses effectuées dans le compartiment systémique des 

HESN de la cohorte béninoise ont présenté des taux plasmatiques et cellulaires de 

BLyS/BAFF significativement plus faibles par rapport à ceux mesurés chez les CSWs+ 

HIV+ et non-CSWs HIV- (Annexe 1). Cependant, comme pour les contrôleurs EC, nous 

avons constaté que les fréquences des cellules B MZ de type « matures » ont diminué dans 

le sang des HESN par rapport aux CSWs+ HIV+ et aux non-CSWs HIV-. Ceci impliquerait 

le recrutement de ces cellules vers les muqueuses et les sites lymphoïdes périphériques, 

afin de générer des réponses de première ligne impliquées dans le contrôle de la 

progression du VIH-1. 

Suite à toutes ces données effectuées dans le compartiment systémique, et 

connaissant le rôle de BLyS/BAFF dans la prolifération, la différenciation et la survie des 

cellules B, nous avons voulu mesurer les niveaux de BLyS/BAFF soluble et identifier les 

sous-populations de cellules B innées de la MZ dans la muqueuse vaginale des femmes 

béninoises afin de déterminer leur rôle dans l’immunité naturelle au VIH-1.  
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2.3 Résumé 

BLyS/BAFF est reconnu pour son rôle dans l’ontogenèse des cellules B ainsi que 

pour la survie et la différenciation des cellules B, et la sélection des cellules B de la Zone 

Marginale. Un excès de BLyS/BAFF est associé à une hyperglobulinémie et une fréquence 

élevée des cellules B de la MZ de type précurseur chez les HARSAH. Nous montrons ici 

que les travailleuses du sexe (TS) Hautement Exposées au VIH-1 Séronégatives (HESNs) 

ont un faible niveau de BLyS/BAFF soluble et de faibles fréquences relatives de cellules 

exprimant BLyS/BAFF dans la muqueuse vaginale lorsque comparées aux TS infectées et 

aux non-TS non infectées de la population générale. De plus, nous avons identifié des 

cellules B innées CD1c+ de type MZ, appartenant à la muqueuse vaginale qui peuvent se 

lier naturellement à la gp120 glycosylée, dont la fréquence est plus faible chez les HESNs 

comparativement aux deux autres groupes. Bien que les niveaux totaux de 

l’immunoglobuline (Ig)-A soient similaires entre les trois groupes, les HESNs ont un faible 

niveau d’IgG1 et d’IgG3 totaux. Fait intéressant, des IgG1 reconnaissant la gp41 du VIH-

1 ont été trouvés chez les HESNs. Les faibles niveaux de BLyS/BAFF observés dans la 

muqueuse génitale des HESNs peuvent permettre des réponses de première ligne 

contrôlées, contribuant à l’immunité naturelle contre le VIH.  

 

Mots-clés : Immunité naturelle, VIH, BLyS/BAFF, Cellules innées de la zone marginale, 

Cellules B CD1c+ 
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2.4.1 Abstract 

BLyS/BAFF is recognized for its role in B-cell ontogenesis, as well as cell fate decision 

towards the first-line/innate marginal zone B-cell pool. Excess BLyS/BAFF is associated 

with hyperglobulinemia and increased frequencies of activated precursor-like MZ B-cells. 

Herein, we show that HIV highly-exposed seronegative (HESN) commercial sex workers 

(CSWs) had lower soluble BLyS/BAFF levels and relative frequencies of BLyS/BAFF 

expressing cells in their genital mucosa when compared to those from HIV-infected CSWs 

and HIV-uninfected non-CSWs. Furthermore, we identified genital innate and/or marginal 

zone-like CD1c+ B-cells that naturally bind to fully glycosylated gp120, which frequencies 

were lower in HESNs when compared to HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-

CSWs. Although genital levels of total IgA were similar between groups, HESNs had lower 

levels of total IgG1 and IgG3. Interestingly, HIV-gp41 reactive IgG1 were found in some 

HESNs. Low genital levels of BLyS/BAFF observed in HESNs may allow for controlled 

first-line responses, contributing to natural immunity to HIV. 

 

Key words natural immunity, HIV, BLyS/BAFF, innate, marginal zone, CD1c+ B-cells 
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2.4.2 Author Summary 

Worldwide, most human immunodeficiency virus infections affect women through 

heterosexual intercourse. We and others have identified African female commercial sex 

workers (CSWs), who remain seronegative despite high exposition to HIV (HESNs). 

Innate marginal zone B-cells recirculate in humans and have been found in front-line areas 

such as the sub-epithelial lamina propria of mucosal associated lymphoid tissues. MZ B-

cells can bind to fully glycosylated gp120 and produce specific IgG and IgA, and have a 

propensity for B regulatory potential, which could help both the fight against HIV and 

maintenance of low inflammatory conditions reported for HESNs. Here we identify genital 

MZ-like B-cells, which frequencies are lower in the genital tract of HESNs when compared 

to HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSW women. Furthermore, this coincides 

with significantly lower genital levels of B lymphocyte stimulator (BLyS/BAFF), known 

to shape the MZ pool and which overexpression leads to MZ deregulation in HIV-infected 

progressors. HESN individuals provide an exceptional opportunity to determine important 

clues for the development of protective devices. Here we show that contained BLyS/BAFF 

levels are concomitant with natural immunity against HIV and may prevent dysregulated 

first-line responses. MZ-like B-cells could be harnessed in preventive strategies viewed at 

soliciting quick first-line to be adjunct to matured long term protection. 

 

2.4.3 Introduction 

Worldwide, most HIV infections are acquired through heterosexual intercourse, 

and in sub-Saharan Africa, 60% of new HIV infections affect women [1]. Observations 

made in the context of natural immunity to HIV may help identify important clues for the 

development of protective devices. As such, we established a cohort of female commercial 

sex workers (CSWs), in Cotonou (Benin), in which we have identified HIV highly-exposed 

seronegative (HESN) individuals, who remain uninfected after more than 4 years of active 

prostitution. Beninese HESN CSWs have significantly lower genital levels of pro-

inflammatory cytokines and chemokines when compared to both HIV-infected CSWs and 
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HIV-uninfected non-CSWs [2, 3]. Previous studies from Kenyan female CSWs 

demonstrated that HESNs have a low activation T-cell profile in both the blood and vaginal 

mucosa, which corresponds with a greater ability to proliferate in response to HIV-p24 

peptides when compared to HIV-infected CSWs [4-7]. Furthermore, we and others have 

demonstrated elevated frequencies of T-regulatory lymphocytes in the blood [8] and genital 

tract [9] of HESN CSWs, the latter which were concomitant with increased frequencies of 

dendritic cells [10] bearing a tolerogenic profile. Altogether, these findings suggest that the 

capacity to regulate the activation/inflammatory profile is associated with protection 

against HIV infection. 

 Consistent with their low-inflammatory profile, we recently reported that 

Beninese HESNs have lower levels of B Lymphocyte Stimulator (BLyS/BAFF) in their 

blood when compared to HIV-uninfected non-CSWs [11]. BLyS/BAFF is highly 

recognized for its role in B-cell ontogenesis, as well as cell fate decision towards the first-

line/innate marginal zone [12] B-cell pool [13, 14]. As such, HESNs have reduced 

frequencies of mature MZ B-cells in their blood when compared to HIV-uninfected non-

CSWs [11]. In contrast, HIV-infected CSWs have higher levels of BLyS/BAFF, 

hyperglobulinemia and increased frequencies of activated precursor-like MZ B-cells in 

their blood when compared to those in HESNs [11]. These findings suggest that control 

of BLyS/BAFF and innate B-cell status could play a role in natural immunity against HIV 

infection. 

 Based on these observations, we have now assessed BLyS/BAFF expression 

levels and innate B-cell status in the genital tract of these women, which is a main portal 

of entry for HIV. We have been using the “lipid presenting” MHC class I-like molecule 

CD1c [15], which is a marker shared by “innate-like” populations, to help track MZ-like 

B-cells [13, 14]. In the present study, we show that as for blood, HESNs have lower levels 

of BLyS/BAFF and MZ-like CD1c+ B-cells in their genital tract when compared to HIV-

infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs.  
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2.4.4 Materials and Methods 

Study groups. Female CSWs were recruited through a dedicated sex worker clinic in 

Cotonou, Benin. HIV-uninfected non-CSW control women at low risk for exposure were 

enrolled from a general health clinic in Cotonou. Women were invited to participate in the 

study as they attended clinics. Women were excluded from the study if, they were less than 

18 years old, menstruating or pregnant. At enrolment, participants were asked to answer a 

questionnaire about demographic information, sexual behavior, duration of sex work, 

number of sex partners, condom use, vaginal douching practices, and reproductive history. 

Each participant underwent a genital examination by a physician. Vaginal specimens were 

obtained for diagnosis of candidiasis, trichomoniasis and bacterial vaginosis by 

microscopic examination and herpes simplex virus (HSV) infection by PCR. Endocervical 

swabs were obtained to test for Neisseria gonorrhoeae and Chlamydia trachomatis 

infection using BD ProbeTec ET system (Strand Displacement Assay, Becton Dickinson, 

Heidelberg, Germany). Peripheral blood was taken for HIV, syphilis, HSV and 

progesterone testing by immunoassays. HIV-1 positivity was defined by the presence of 

HIV specific IgG tested with Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab (Organon Teknika, 

Boxtel, The Netherlands). Non-reactive samples were considered HIV seronegative, 

whereas reactive samples were tested with Genie II HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, 

CA). Genie II dually reactive samples (to HIV-1 and HIV-2) and discordant samples 

(Vironostika reactive/Genie II non-reactive) were further tested by INNO-LIA HIV I/II 

Score (Innogenetics NV, Technologiepark 6, Gent, Belgium). HSV infection and shedding 

was determined by testing for the presence of HSV in the CVLs of the women by PCR 

assay. For the present study, we selected samples from 10 HIV-uninfected and 11 

treatment-naïve HIV-infected CSWs, and 10 HIV-uninfected non-CSW control subjects 

from the general population. None of these women were injecting drug users. The three 

study groups were all in the follicular phase of their menstrual cycle, as determined by 

blood progesterone levels, not taking oral contraception or injectable contraception such as 

DMPA or implanted ring, had no HSV, N gonorrhoeae, C trachomatis infection, bacterial 

vaginosis, trichomoniasis or candidiasis.  
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Ethics statement. Written informed consent was obtained from all subjects who 

participated in the study. The methods reported in this paper were performed in accordance 

with the relevant guidelines and regulations and all experimental protocols were approved 

by the Comité National Provisoire d’Éthique de la Recherche en Santé in Cotonou and the 

Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM) Research Ethics Committees. 

 

CVL sample collection and preparation. Mucus was removed initially prior to 

performing the Cervico-vaginal lavage (CVL). CVL samples were obtained from all study 

participants by a physician, using a 10-ml syringe filled with sterile 1x phosphate-buffered 

solution (PBS) and aimed directly into the cervical os. CVL fluids were then collected, 

transferred immediately into 20 ml of RPMI-1640, kept on ice, and processed within 1 

hour. CVL samples were centrifuged at 1500 rpm for 10 min and supernatants were 

concentrated on a 3 KDa Amicon membrane and stored at -80°C. The CVL cellular 

fractions were cryopreserved in liquid nitrogen. 

 

Determination of soluble BLyS/BAFF concentrations in CVL supernatants. 

BLyS/BAFF levels were determined by using a commercial ELISA kit, R&D systems 

(Minneapolis, USA). 

 

Flow-cytometry characterization of BLyS/BAFF surface expression on CVL 

epithelial cells, T-cells, myeloid DCs, CD14+CD11c+ “monocytic” or monocyte-

derived cells and granulocytes. CVL cells were thawed and washed with RPMI 1640 

followed by 1X PBS. Briefly, a maximum of 2×105 cells per well were used for staining. 

Live/dead exclusion was performed using Aqua-LIVE/DEAD Fixable Stain (Invitrogen 

Life technologies, Eugene, OR, USA). Non-specific binding sites were blocked using 

fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer (1x PBS, 2% heat inactivated (hi)-FBS, 

and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and 10 ug mouse IgG (Sigma-

Aldrich, St-Louis, MO, USA). CVL cells were stained using the following conjugated 

mouse anti-human monoclonal antibodies: BUV395 anti-CD45 and BV786 anti-CD14 

(BD-Biosciences, San Jose, CA, USA), PeCy5.5 anti-CD11c, PeCy7 anti-CD66b, 

AlexaFluor 700 anti-CD3 and PE anti-BLyS (ebiosciences, San Jose, CA, USA), APC 
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CDK PAN cytokeratin for epithelial cells (Cedarlane, Burlington, ON, CA). CVL cells 

were fixed with 1.25% paraformaldehyde and kept at 4°C for a minimum of 12 hours 

before flow-cytometry analysis. Briefly, live epithelial cells and leucocytes were analyzed 

after FSC/SSC gating to remove debris, and removal of doublets, for HIV-infected CSWs: 

epithelial cells constituted 18% and leukocytes 48% of recovered live cells, which summed 

to a mean of 17 336 ±6743 total events. For HESNs: epithelial cells constituted 9,3% and 

leukocytes 37% of recovered live cells, which summed to a mean of 14 867±8938 total 

events. For HIV-uninfected non-CSWs: epithelial cells constituted 8% and leucocytes 26% 

of recovered live cells, which summed to a mean of 5650±992 total events. Acquisition 

was with an LSRFortessa (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA) and analyzed with 

FlowJo7.6.3 software (TreeStar, Ashland, OR, USA). Flow-cytometry data analysis 

quadrants were set based on the expression values obtained with fluorescence minus one 

(FMO) and isotype controls.  

 

Flow-cytometry characterization of total B-cells, plasmablasts and plasma cells in the 

CVL cellular fraction. Cell processing, staining and analysis were performed as 

mentioned above. The following conjugated mouse anti-human monoclonal antibodies 

were used: BUV395 anti-CD45, BUV737 anti-CD138, BV605 anti-CD19, APC/H7 anti-

IgG and APC anti-CD1a (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA), PerCP efluor710 anti-

CD1c and AlexaFluor 700 anti-CD3 (ebiosciences, San Jose, CA, USA). Cells were pre-

incubated or not with mannose (5 ug/ml) for 40 minutes on ice, followed by incubation 

with or without fully glycosylated biotinylated gp120 IIIB (ImmunoDX Inc) at 5 ug/ml for 

40 minutes on ice prior to adding the staining cocktail and streptavidin-PE (BD-

Biosciences, San Jose, USA). 

 

Determination of immunoglobulin isotype concentrations in CVL supernatants.  

Levels of total immunoglobulin (Ig) isotypes IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM and IgA were 

measured in CVL supernatants using the multiplex bead assay Milliplex Map Kit with 

human immunoglobulin isotyping Magnetic Bead panel by EMD Millipore (Billerica, 

USA) according to manufacturer’s protocol. Analysis was performed on a Luminex 200 

System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA). HIV-gp120 and -gp41 Ig reactivity was 
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detected based on the method previously described [16, 17]. Briefly, non-concentrated 

CVL supernatants were incubated for 18 hours at 4oC rotating with protein G-agarose 

(ThermoFisher), and eluted with elution buffer (ThermoFisher) to recover IgG.  

Subsequently, remaining supernatants were incubated for 18 hours at 4oC rotating with 

peptide M-agarose (Invivogen) and eluted to recover IgA. IgG and IgA recovery in eluates 

and presence within remaining supernatants were verified by performing human total IgG 

and IgA ELISAs (ThermoFisher). The remaining supernatants following IgA recovery 

were used to detect IgM reactivity. Eluates were neutralized with TRIS 1M pH 7.5 

(ThermoFisher) and incubated with gp120 M.CONS-D11 and MN gp41 (NIH AIDS-

Reagent program) coated magnetic microspheres (Radix) for 18 hours at 4oC rotating, 

followed by incubation with either of PE conjugated mouse anti-human IgG1, IgG2, IgG3, 

IgG4 (Southern Biotech), IgA1, IgA2 and IgM (ebioscience), and detection by Luminex 

200 system. The cut–off for positivity was set at a mean fluorescence intensity value 

obtained for 10 HIV-uninfected non-CSWs+ 3 SD. 

 

Statistical analyses. Data from HESNs were compared separately to those of HIV-infected 

CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. The statistical significance of difference between 

groups was determined by Fisher’s exact test for categorical variables and Unpaired T-test 

or Mann-Whitney U test analysis for continuous variables. The D’Agostino-Pearson 

normality test was used to determine whether the values were sampled from a Gaussian 

distribution. Analyses were performed using GraphPad Prism 5.00 for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, California, USA). 

 

2.4.5 Results 

Socio-demographic characteristics of the study groups.  

The socio-demographic characteristics of female CSWs and non-CSWs are shown in Table 

1. There were no statistical differences for age between HESNs and the two other groups. 

All women were practicing vaginal douching. Duration of sex work, average number of 

clients and condom use were not significantly different between the HESN and HIV-1-
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infected CSW groups. Thus CSWs and non-CSWs were comparable in terms of socio-

demographic characteristics. 

 

Levels of expression of BLyS/BAFF in CVL supernatants and by genital cell 

populations of HIV-uninfected non-CSWs, HESNs and HIV-infected CSWs.  We have 

previously shown that BLyS/BAFF levels were lower in the blood of HESNs when 

compared to the two other groups. As with the blood compartment, we found that 

BLyS/BAFF levels measured in CVL supernatants of HESNs were significantly lower than 

those observed in both HIV-uninfected non-CSWs and HIV-infected CSWs (Fig. 1). 

Because determining and comparing frequencies of cells expressing BLyS/BAFF might be 

influenced by the fluctuations in cell populations between the study groups [11, 18], we 

have assessed the percentages (Fig. 2, left panels) of total: (A) epithelial cells, (B) T-cells, 

(C) CD14-CD11c+ myeloid DCs, (D) CD14+CD11c+ “monocytic” or monocyte-derived 

cells, (E) granulocytes and (F) B-cells in the CVL cellular fractions of HIV-uninfected non-

CSWs, HESNs and HIV-infected CSWs. Gating strategies are found in Supp. Fig. 1. We 

found that the relative percentages of epithelial cells in HESNs were comparable to that of 

HIV-uninfected non-CSWs and lower than that of HIV-infected CSWs (Fig. 2A left panel). 

Percentages of T-cells were significantly lower in HESNs when compared to HIV-

uninfected non-CSWs and to HIV-infected CSWs (Fig. 2B left panel). When compared to 

those in HIV-uninfected non-CSWs, percentages of granulocytes were elevated in HESNs, 

and similar to those of HIV-infected CSWs (Fig. 2 E left panel). Percentages of myeloid 

DCs were higher in HESNs when compared to those in both HIV-uninfected non-CSWs 

and HIV-infected CSWs (Fig. 2 C left panel). Percentages of CD14+CD11c+ “monocytic” 

cells were decreased in HESNs when compared to both HIV-uninfected non-CSWs and 

HIV-infected CSWs (Fig. 2D left panel). The relative percentages of cells expressing 

BLyS/BAFF within these populations were significantly or tended to be lower in HESNs 

when compared to HIV-uninfected non-CSWs and HIV-infected CSWs (Fig. 2 A, C-E 

middle panels), except for T-cells, which relative percentages of BLyS/BAFF expressing 

cells were comparable to that of HIV-uninfected non-CSWs and lower than that of HIV-

infected CSWs (Fig. 2B middle panel). Strikingly, we found higher cell surface expression 

levels of BLyS/BAFF in HESNs when compared to HIV-uninfected non-CSWs and HIV-
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infected CSWs (Fig. 2B-E right panels), except for epithelial cells and B-cells, which levels 

of expression were lower when compared to HIV-uninfected non-CSWs, but higher than 

HIV-infected CSWs (Fig. 2 A, F right panels). Thus, although the genital cells of HESNs 

expressed relatively higher levels of BLyS/BAFF than the cells of the other groups of 

women, HESNs had lower levels of soluble BLyS/BAFF and lower relative frequencies of 

BLyS/BAFF expressing cells in their genital mucosa. 

 

Frequencies of plasmablasts and plasma cells in the genital mucosa of HIV-uninfected 

non-CSWs, HESNs and HIV-infected CSWs. Variability in BLyS/BAFF expression 

levels may impact on B-cell populations. As such, we expected that B-cells such as MZ 

populations, whose development and activation depend on signals from BLyS/BAFF [11], 

would be influenced by the differences of BLyS/BAFF expression we observed between 

HESNs and the two other groups. There were no significant differences when comparing 

the relative frequencies of total B-cells (CD19+), plasmablasts (CD19+CD138+) and plasma 

cells (CD19-CD138+) in CVL cellular fractions between HESNs and the two other groups 

(Fig. 3A, B, C left panels). Gene expression analyses of blood MZ B-cells showed that 

CD1a expression allowed to further differentiate “mature” CD1c+CD1a- from “precursor-

like” CD1c+CD1a+ MZ B-cell populations (Supp. Fig. 2A). The relative frequencies of 

total innate MZ-like CD19+CD1c+CD1a- and CD19+CD1c+CD1a+ B-cells were lower in 

HESNs when compared to both HIV-uninfected non-CSWs and HIV-infected CSWs (Fig. 

3A middle and right panels). The relative percentages of CD1c+CD1a- plasmablasts in 

HESNs were comparable to that of HIV-uninfected non-CSWs and greater than that of 

HIV-infected CSWs (Fig. 3B middle panel), whereas frequencies of CD1c+CD1a- plasma 

cells in HESNs were lower when compared to HIV-infected CSWs (Fig. 3C middle panel). 

Both CD1c+CD1a+ plasmablasts and plasma cells were significantly lower in HESNs when 

compared to the two other groups (Fig. 3B, C right panels). There were no significant 

differences in IgG-expression by total CD138+ or CD1c+CD1a- plasmablasts and plasma 

cells between the three study groups (Fig. 3D left and middle panels). However there were 

less IgG expressing CD1c+CD1a+ B-cells in HESNs when compared to those of HIV-

infected CSWs (Fig.3D right panel). Gating strategies are found in Supp. Fig. 3. Thus, 

consistent with lower levels of soluble BLyS/BAFF, HESNs had reduced frequencies of 
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innate MZ-like CD1c+ B-cells in their genital tract when compared to HIV-infected CSWs 

and HIV-uninfected non-CSWs. Furthermore, there were less IgG expressing 

CD1c+CD1a+ B-cells in HESNs when compared to those of HIV-infected CSWs. 

It has been shown that human MZ CD1c+ B-cells from blood, spleen and tonsils 

naturally bind to fully glycosylated gp120 through a process involving C-type lectins 

and/or polyreactive BCR [19], and in the presence of BLyS/BAFF they generate Ig, of 

which a fraction can recognize gp120. We thus analyzed whether genital CD1c+ B-cells 

could also bind to gp120. We found that the relative frequencies of MZ-like CD1c+ B-cells 

binding gp120 were higher than those that did not bind to gp120 (Fig. 4B, C), whereas the 

majority of CD1c- B-cells did not bind gp120 (Fig. 4D), in all three groups of women. We 

found no significant differences in the frequencies of CD1c and/or CD1a B-cell sub-

populations binding gp120 between the different groups, albeit HESNs had higher 

frequencies of total B-cells binding gp120 than those found in the other groups (Fig 4A).   

Overall, HESNs had lower relative percentages of innate MZ-like CD1c+ B-cells, 

whether they were CD1a+ or not, within their CVL cellular fraction when compared to both 

HIV-uninfected non-CSWs and HIV-infected CSWs. Most of the MZ-like CD1c+ B-cells 

bind to fully glycosylated gp120.  

 

Concentrations of total, as well as gp120 and gp41 reactive immunoglobulin isotypes 

in the CVL supernatants of HIV-uninfected non-CSWs, HESNs and HIV-infected 

CSWs. We have previously shown that HIV-infected CSWs present increased frequencies 

of IgG+ plasmablasts in their blood and hypergammaglobulinemia in their serum when 

compared to HESNs [10]. The evaluation of total immunoglobulin isotypes in CVL 

supernatants demonstrated that HESNs had significantly lower concentrations of total IgG1 

and IgG3 when compared to both HIV-uninfected non-CSWs and HIV-infected CSWs 

(Fig.5 A, B). There were no significant differences in total IgM and IgA levels between the 

groups. IgG1 and IgA1 reactivity to both gp120 and gp41 (Fig. 6 A, C left panels and Fig. 

6B, D left panels), as well as IgG2, IgG3, IgA2 and IgM reactivity to gp41 (Fig 6 B, D 

middle and right panels) were observed in CVL supernatants of the majority of HIV-

infected CSWs. No Ig reactivity to gp120 and gp41 were detected in the CVL supernatants 

of HESNs (Fig. 6), except for low IgG1 (Fig.6B left panel) and IgM (Fig. 6D right panel) 
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reactivity to gp41 in some individuals. Overall, we found that gp120 reactivity in CVLs of 

HIV-infected CSWs mostly involved IgG1 and IgA1 isotypes, whereas gp41 reactivity 

involved all isotypes. We found gp41 reactivity in a proportion of HESNs, which was 

mainly of the IgG1 isotype. 

 

2.4.6 Discussion 

We [2, 3, 9] and others [8, 20, 21] have shown that HESN female CSWs have lower genital 

inflammation when compared to both HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-

CSWs. We hypothesized that maintenance of low-inflammatory conditions in the female 

genital tract of HESN individuals may help to prevent excessive immune activation and 

lower HIV target availability, likely maintaining the integrity of the mucosal barrier to 

protect from HIV infection [4, 22]. In agreement with this, HESNs had lower blood [11] 

and genital levels of soluble BLyS/BAFF and lower frequencies of BLyS/BAFF expressing 

cells in their genital mucosa. In contrast, the genital cells of HESNs expressed relatively 

higher levels of BLyS/BAFF than the cells of the other groups of women. These 

observations suggest that upregulation of BLyS/BAFF expression is required but regulated 

so as to prevent deleterious effects. Recent studies have shown that plasmacytoid DCs 

exposed to HIV in vitro upregulate BLyS/BAFF cell surface expression without releasing 

the molecule [23]. This raises the possibility that the low levels of BLyS/BAFF measured 

in blood [11] and CVL supernatants of HESNs may be linked to the signals leading to 

BLyS/BAFF release. As to whether these are related to advantageous genetic 

polymorphisms remains to be established. We have recently analyzed BAFF promoter -

871, -2841 and -2701 mutations associated with elevated BLyS/BAFF plasma levels and 

susceptibility to auto-immune diseases such as Systemic Lupus Erythematosus and 

hepatitis C associated cryoglobulinemia [24-26] in our Benin cohort and found no 

association between BAFF promoter mutations and either blood or CVLs BLyS/BAFF 

levels for all study groups (Supp. Fig. 4). 

The relatively high levels of BLyS/BAFF observed in the blood [11] and CVL 

supernatants of HIV-infected CSWs are consistent with our previous reports for HIV-
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infected rapid and classic progressors [18], and likely due to direct and indirect factors 

associated with HIV infection [22]. Plasma [11] and CVL levels, but not cell surface 

expression, of BLyS/BAFF measured in HIV-uninfected non-CSWs were similar to those 

observed in HIV-infected CSWs. This may be due to inflammatory/infectious conditions 

other than HIV in HIV-uninfected non-CSWs that can stimulate soluble release of 

BLyS/BAFF [11]. 

Consistent with lower levels of soluble BLyS/BAFF, HESNs had reduced 

frequencies of innate MZ-like CD1c+ B-cells in their genital tract when compared to HIV-

infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. Growing importance is given to innate MZ 

B-cells in health and disease [13], as they constitute early first-line defense against 

invading pathogens and participate in the development of adaptive antibody (Ab) responses 

by trafficking to follicular B-cell areas of lymphoid structures and promoting germinal 

center reactions [27]. MZ B-cells are capable of isotype switching and can present a 

somatically mutated pre-diversified low affinity polyreactive BCR repertoire [13], which 

comprises usage of the IGHV1-2 gene [28], shown to take part in HIV-ENV reactive 

broadly neutralizing Abs (bNAbs) such as VRC01 [29]. Interestingly, repeated treatment 

of mice with BLyS/BAFF increased their MZ compartment, and generated an increased 

response to ENV immunization and bNAbs [30]. In agreement with the observations made 

by Cerutti and colleagues [19], the innate/MZ-like CD1c+ B-cell populations we identified 

in the genital tract of Beninese women also bind to fully glycosylated gp120, and to a 

greater frequency than CD1c- B-cells. Although this suggests that these cells have the 

capacity to transfer HIV to target cells, it is unlikely that they get infected by the virus since 

it has not yet been convincingly shown to infect or replicate in B-cells in vivo [31]. 

Interestingly, although they have lower frequencies of CD1c+ MZ-like B-cells, HESNs 

have higher relative frequencies of total B-cells binding gp120 when compared to the other 

groups. The fact that there were no significant differences in frequencies of CD1c+ B-cell 

sub-populations binding gp120 between the different groups suggests that in HESNs, 

genital B-cells other than CD1c+CD1a- and CD1c+CD1a+ subsets have a greater capacity 

to bind gp120 than those in HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. It is 

possible that the relative binding capacity was lower in the HIV-infected CSWs because 

gp120 receptors were saturated in these individuals. In contrast to that observed by He et 
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al [19], pre-incubation of total B-cells with mannose did not significantly diminish gp120 

binding (Supp Fig. 2B), suggesting receptors of various types might be involved. 

Identifying these receptors and B-cell sub-population(s) binding gp120 that are increased 

in HESNs will require further experimentation. Also, the exact nature of the innate MZ-

like CD1c+ B-cells we identify in the genital tract has yet to be confirmed, and as to whether 

they have a direct link with those we previously observed in blood [11] remains to be 

established. 

In humans, MZ B-cells recirculate and have been found in front-line areas such as 

the sub epithelial lamina propria of mucosal associated lymphoid tissues (MALT) [13]. To 

our knowledge, we show for the first time that MZ-like B-cells can be found in the female 

genital tract, which is part of the MALT and is populated by a commensal microflora [4, 

32]. It is thus conceivable that the innate MZ-like CD1c+ B-cells observed in the genital 

tract of Beninese women participate in local immune responses to control microflora and 

pathogens. Moreover, it has been shown that the gut lamina propria can be a T-independent 

inductive site in humans [33] and likely similar mechanisms operate at the genital lamina 

propria. The recent characterization of elevated BLyS/BAFF levels and transient Gp41-

specific IgA in mucosal genital fluids from patients within the first weeks after HIV 

transmission, suggest that these Abs might have originated from first-line B-cell 

populations [34]. The fact that HESNs who undergo a sex-break eventually seroconvert 

[35], suggests that natural immunity involves populations of which pool maintenance in 

the genital mucosal niche requires frequent antigen exposure, and this is consistent with 

first-line responses. As to whether first-line responses are actually polyreactive with shared 

HIV-specificity and/or involve shared antigenicity with the local microbiota remains to be 

determined. 

Depending on the level of inflammation, CD1c+ B-cells may contribute to natural 

immunity against HIV or conversely promote disease progression. Indeed, as shown 

previously [11, 18], elevated BLyS/BAFF levels increase expansion, activation and 

dysregulation of innate B-cell populations such as precursor-like MZ B-cells, likely 

contributing to the over-representation of low affinity, polyreactive and auto-reactive Abs 

[36] at the expense of high affinity polyfunctional eradicating anti-HIV Ab responses. As 
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such, we found hyperglobulinemia in the blood [11] and CVL supernatants of HIV-infected 

CSWs. Although we found no significant difference in the frequencies of total or IgG+ 

plasmablasts/plasma cells in the genital tract of Beninese women, relative percentages of 

total CD138+CD1c+CD1a+ cells bearing IgG were significantly higher in HIV-infected 

CSWs when compared to HESNs. It has yet to be determined whether these cells are 

substantially involved in the relatively high IgG1 and IgG3 levels measured in the CVLs 

of HIV-infected CSWs. 

Most genital immunoglobulins (Ig) are found in the mucus [37], unfortunately the 

latter was removed prior to CVL sample collection in our study. Nevertheless, IgG1 and 

IgA1 reactivity to both gp120 and gp41, as well as IgG2, IgG3, IgA2 and IgM reactivity to 

gp41 were observed in CVL supernatants of the majority of HIV-infected CSWs. However, 

despite the elevated frequencies of B-cells binding to gp120, we found no Ig reactivity to 

gp120 in the CVL supernatants of HESNs. It is possible that lower levels of Ig are present 

in the samples of HESN but mucus removal has precluded their detection. Accordingly, 

we have previously detected anti-HIV-1-Env-specific IgG, neutralizing or ADCC activities 

in blood and CVL samples from HIV-infected CSWs but not in those from HESNs [38]. 

Interestingly, we could detect IgG1 reactivity to gp41 in some HESNs, which could be 

derived from a microbiota reactive, possibly first-line B-cell pool [39], as most gp41 

reactive Abs cross-react with microbiota [40]. Whether the gp41 binding IgG1 Abs 

detected in the CVL of HESNS can confer some level of protection remains to be 

established. There is increasing evidence for non-neutralizing functions of antibodies in 

decreasing the viral load, and in conferring some level of protection [41]. In this view, anti-

gp41 IgG antibodies are found in the plasma of HIV-infected individuals shortly after 

transmission, and form antibody-virion complexes, which although ineffective at 

controlling disease progression [42], have been associated with infectivity decay [43]. We 

could not detect substantial IgA1 and IgA2 reactivity to gp120 or gp41 in the CVL 

supernatants of HESNs. To date, studies have reported contradictory results regarding the 

presence of anti-HIV specific IgA responses in the genital tract of HESNs [44-49]. The 

discrepancies between studies may be due to relatively small sample size of these studies 

and/or the different techniques used to detect ENV-reactive Abs. 
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Because of the cross-sectional design, the present study cannot address whether the 

lower levels of BLyS/BAFF and CD1c+ B-cells, as well as gp41 reactive IgG1 found in the 

genital tract of HESNs have a protective role against HIV infection. Comparison between 

HESN and women involved in sex work but not yet HESN should also be done to control 

for the effects of sex work itself on genital immunology. Longitudinal studies and further 

phenotypic and functional characterizations are required to confirm a protective role, and 

the exact nature of genital CD1c+ B-cells and their responses.  

 

2.4.7 Conclusion 

Understanding the dynamics of BLyS/BAFF and its role in homeostasis of immune 

responsiveness appears pivotal to the design of vaccine strategies soliciting first-line B-cell 

responses to help protect from HIV infection. Based on our observations, the capacity to 

contain BLyS/BAFF expression levels seems concomitant with natural immunity against 

HIV, whereas excessive BLyS/BAFF may promote immune dysregulation, risk of 

infection and disease progression. The fact that human genital innate MZ-like B-cells 

naturally bind to fully glycosylated gp120 renders these cells of particular interest because 

MZ B-cells can acquire Ig somatic mutations and could be harnessed to increase HIV-ENV 

affinity. 
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2.4.10 Figure Legends 

 

Table 1. Distribution of demographic and sexual behavior characteristics in HIV-1 

uninfected non-CSW, HESN and HIV-1 infected CSW women. *p-value for comparisons 

between HESNs and the two other groups were calculated with Mann Whitney U test for age 

and duration of sex work; Unpaired T-test for the number of clients; Fisher’s exact test for 

condom use and vaginal douching. CSWs, commercial sex workers; HIV, human 

immunodeficiency virus; HESN, HIV Highly-Exposed Seronegative; N, number of participants; 

NA, non-applicable; NS, non-significant; SD, standard deviation. 

 

  

HIV-1 
uninfected 
non CSWs 

 HESNs 
HIV-1 

infected 
CSWs 

*p-value  N = 10 N = 10 N = 11 

Age, mean (SD), years 38 (11) 36 (9) 41 (9) NS 

Duration of sex work, mean (SD), years NA 3,6 (1.3) 5,5 (5) NS 

Number of client past week, mean (SD) NA 18 (15) 13 (10) NS 

Condom always used with client past week NA 8 5 NS 

Vaginal douching 10  10 11 NS 
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Figure 1. Concentration of BLyS/BAFF in cervicovaginal lavage (CVL) supernatants of 

HIV-1 uninfected non-CSW, HESN and HIV-1 infected CSW women. Concentrations of 

BLyS/BAFF (pg/ml) in CVL supernatants were compared with Mann Whitney U test for pair-

wise comparisons between HESN and the two other groups. Data are presented as mean ± SD. 

Significance levels are shown as *(p < 0.05). HIV, human immunodeficiency virus; CSW, 

commercial sex worker; HESN, HIV Highly-Exposed Seronegative; SD, standard deviation. 
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Figure 2. Relative frequencies of BLyS/BAFF expressing cells and surface expression 

levels in cervicovaginal lavage (CVL) cellular populations of HIV-1 uninfected non-CSW, 

HESN and HIV-1 infected CSW women. Percentages (%) of total live cells (left panels), 

relative frequencies of BLyS/BAFF expressing cells (middle panels) and levels of expression 

(geometric mean fluorescence intensity; GeoMFI) (right panels) were assessed by flow-

cytometry. Total cells were gated on live (A) CD45-CDKPAN+ Epithelial cells, and live 

CD45+CDKPAN- (B) CD3+ T Lymphocytes, (C) CD11c+CD14- myeloid Dendritic cells 

(DCs), which were negative for CD3, CD19,CD56 and CD66, (D) CD11c+CD14+ “Monocytic” 

monocyte derived cells, which were negative for CD3, CD19,CD56 and CD66, and (E) CD66+ 

Granulocytes and (F) B-cells. BLyS/BAFF expressing cells were gated from total respective 

populations. Data are presented as mean ± SD. Statistical significance of differences in the 

relative frequencies (%) and levels of expression (GeoMFI) were evaluated with Mann Whitney 

U test for pair-wise comparisons between HESNs and the two other groups. *p < 0.05, **p < 

0.01 and ***p < 0.001. Frequencies (%) of total live cell populations (left panels) are calculated 

vs total live CVL cells (A) or total live CD45+ CDKPAN- cells (B-F). Relative frequencies (%) 

of BLyS/BAFF expressing cells (middle panels) are calculated vs frequencies (%) of total 

respective populations (left panels). HIV, human immunodeficiency virus; CSWs, commercial 

sex workers; HESN, HIV Highly-Exposed Seronegative. SD, standard deviation.  
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Figure 3. Frequencies of total B-cells, plasmablasts and plasma cells in the cervicovaginal 

lavage (CVL) cellular fraction of HIV-1 uninfected non-CSW, HESN and HIV-1 infected 

CSW women. Flow-cytometry analysis of (A) total CD19+  (left panel), CD19+CD1c+CD1a- 

(middle panel), and CD19+CD1c+CD1a+ (right panel) B-cells, (B) total CD19+CD138+ (left 

panel), CD19+CD138+CD1c+CD1a- (middle panel) and CD19+CD138+CD1c+CD1a+ (right 

panel) plasmablasts, (C) total CD19-CD138+ (left panel), CD19-CD138+CD1c+CD1a- (middle 

panel) and CD19-CD138+CD1c+CD1a+  (right panel) plasma cells, (D) total CD138+IgG+ 

(left panel), CD138+IgG+CD1c+CD1a- (middle panel) and CD138+IgG+CD1c+CD1a+ (right 

panel) plasmablasts and plasma cells. Cells were gated on live CD45+ CDKPAN- cells and were 

negative for CD3, CD56 and CD66. Relative frequencies were calculated vs total live 

CD45+CDKPAN- cells (A,B,C and D) left panels, vs total CD19+ B-cells (A)  middle and right 

panels, vs total CD138+CD19+plamablasts (B) middle and right panels, vs total CD19-CD138+ 

plasma cells (C) middle and right panels, and vs CD138+IgG+ plasmablasts and plasma cells 

(D) middle and right panels. Data are presented as mean ± SD. Statistical significance of 

differences in the relative frequencies (%) were evaluated with Mann Whitney U test for pair-

wise comparisons between HESNs and the two other groups. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 

0.001. HIV, human immunodeficiency virus; CSWs, commercial sex workers; HESN, HIV 

Highly-Exposed Seronegative. SD, standard deviation. 
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Figure 4. Analysis of gp120 binding by B-cell populations in the cervicovaginal lavage 

(CVL) cellular fraction of HIV-1 uninfected non-CSW, HESN and HIV-1 infected CSW 

women. Cells were pre-incubated with fully glycosylated gp120 IIIB and processed for flow-

cytometry. Data are represented as gp120 binding (filled) vs non-binding (clear) (A) total 

CD19+ B-cells, (B) CD19+CD1c+CD1a- B-cells, (C) CD19+CD1c+CD1a+ B-cells and (D) 

CD19+CD1c-CD1a- B-cells. Total CD19+ B-cells were gated on live CD45+ CDKPAN- cells 

(A). Relative frequencies of CD1c+CD1a-, CD1c+CD1a+ and CD1c-CD1a- populations were 

calculated vs total CD19+ B-cells (B, C and D). Data are presented as mean ± SD. Statistical 

significance of differences in the relative frequencies (%) were evaluated with Mann Whitney 

U tests when statistical non-parametric and with Unpaired T tests when statistical parametric 

between HESNs and the two other groups. *p < 0.05 and **p < 0.01. HIV, human 

immunodeficiency virus; CSWs, commercial sex workers; HESN, HIV Highly-Exposed 

Seronegative. SD, standard deviation. 
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Figure 5. Total immunoglobulin (Ig) isotype concentrations in cervicovaginal lavage 

(CVL) supernatants of HIV-1 uninfected non-CSW, HESN and HIV-1 infected CSW 

women. Immunoglobulin isotype concentrations (ng/ml) in CVLs were compared with Mann 

Whitney U test for pair-wise comparisons between HESNs and the two other groups. Data are 

presented as mean ± SD. Significance levels are shown as *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p < 

0.001). HIV, human immunodeficiency virus; CSWs, commercial sex workers; HESN, HIV 

Highly-Exposed Seronegative. SD, standard deviation. 
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Figure 6. Levels of immunoglobulin (Ig) isotypes recognizing HIV-1 envelope proteins 

gp120 and gp41 in the cervicovaginal lavages (CVLs) of HESN and HIV-1 infected CSW 

women. Levels of immunoglobulin isotypes recognizing gp120 of HIV-1 (A) IgG1, IgG2 and 

IgG3, (C) IgA1, IgA2 and IgM, and immunoglobulin isotypes recognizing gp41 of HIV-1 (B) 

IgG1, IgG2 and IgG3, and (D) IgA1, IgA2 and IgM. Immunoglobulin isotypes levels were 

determined by Multiplex assay, data are presented as mean fluorescence intensity as mean ± 

SD. Data were compared with Mann Whitney U tests between HESNs and HIV-infected CSWs. 

Significance levels are shown as *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p<0.001). The dotted line 

represents the cut–off value for positivity, which was set as the MFI for 10 HIV-uninfected non-

CSWs+ 3 SD. Values below the dotted line were considered as negative. Detection rates are 

expressed as %. HIV, human immunodeficiency virus; CSW, commercial sex worker; HESN, 

HIV Highly-Exposed Seronegative; gp, glycoproteins. SD, standard deviation. 
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2.4.11 Supplementary Figures 

Supplementary Figure 1. Flow-Cytometry gating strategy for analysis of cells from 

cervico-vaginal lavages (CVLs).  
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Supplementary Figure 2. (A) RNA-Seq analyses of CD1a expression by exvivo human 

blood marginal zone and precursor-like MZ B-cells. Data are presented as the mean value of 

samples from 3 healthy donors ± SD. (B) Cells were pre-incubated (dark circles) or not (clear 

circles) with mannose (5 ug/ml) for 40 minutes on ice, followed by incubation with fully 

glycosylated biotinylated gp120 IIIB at 5 ug/ml for 40 minutes on ice prior to adding the staining 

cocktail and streptavidin-PE. Data are presented in percentages (%) of gp120 binding for total 

B-cells (top panel), CD1c+CD1a- B-cells (middle panel) and CD1c+CD1a+ B-cells (lower 

panel). Statistical significance of differences was evaluated with Mann Whitney U test when 

statistical non-parametric and with Unpaired T test when statistical parametric between HESNs 

and the two other groups. HIV, human immunodeficiency virus; CSWs, commercial sex 

workers; HESN, HIV Highly-Exposed Seronegative. 
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Supplementary Figure 3. Flow-Cytometry gating strategy for analysis of B-cells from 

cervico-vaginal lavages (CVLs). 
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Supplementary Figure 4. BLyS/BAFF expression levels in cervico-vaginal lavages (CVLs) 

do not correlate with BLyS/BAFF promotor polymorphisms in regions -871, -2701, -2841, 

amongst the three study groups. (WT : Wild Type ; MT : Mutant) 
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CHAPITRE III 

Augmentation de la fréquence des cellules T régulatrices et des cellules myéloïdes 

tolérogéniques dans la muqueuse génitale des HESN 

 

3.1 Mise en contexte 

Nos études antérieures sur les femmes béninoises de notre cohorte ont démontré que les 

niveaux de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires de la muqueuse vaginale sont plus 

faibles chez les HESN comparativement aux CSWs+ HIV+. Chez les CSW+HIV+ le gradient de 

chimiokines attirant les cellules inflammatoires, comme MCP-3 et MIG, s’est avéré être plus 

élevé dans leur TGF par rapport à leur compartiment systémique. En revanche, nous avons 

démontré que les niveaux de la protéine inflammatoire MIP-1α (CCL3), connue pour réduire 

l’infectiosité du VIH-1, sont plus élevés chez les HESN par rapport aux CSWs+ HIV+. Nous 

avons également observé un gradient de chimiokines protecteurs, comme MIP-1α et MIP-1β, 

plus élevé dans la muqueuse vaginale des HESN par rapport à leur compartiment systémique.  

Suite à ces données et en accord avec les faibles niveaux de BLyS/BAFF soluble 

observées dans le TGF des HESN (chapitre 2), nous pensons que certaines cellules et cytokines 

tolérogéniques pourraient contribuer à l’immunité naturelle dans le TGF des HESN face à 

l’infection au VIH-1.  
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3.2 Contribution des auteurs dans l’article 2 

Auteurs: Valérie Thibodeau*, Lyvia Fourcade*, Annie-Claude Labbé, Michel Alary, Fernand 
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 Statut de l’article :  
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3.3 Résumé 

Nous et d’autres avons montré que les travailleuses du sexe (TS) hautement exposées au 

VIH-1 séronégatives (HESNs) maintiennent des conditions inflammatoires génitales faibles 

pour prévenir l’infection par le VIH. Le virus du VIH de type 1 interagit avec des récepteurs de 

types Toll (TLRs)-7/8, qui induisent l’IFN-α, une importante cytokine antivirale et 

immunomodulatrice, qui agit en association avec l’IL-10, HLA-G et l’ILT-4 afin d’initier une 

boucle anti-inflammatoire tolérogénique/régulatrice. Pour répondre au questionnement des 

éléments associés à une immunité naturelle au VIH-1, nous avons caractérisé le profil 

d’expression des molécules TLR7, IFN-α, IL-10, HLA-G et ILT-4 dans le tractus génital 

féminin des TS infectées, les HESNs et les femmes non-TS non infectées de la population 

générale du Bénin. Les cellules endocervicales myéloïdes HLA-DR+ des HESNs expriment des 

niveaux plus élevés d’IFN-α, TLR-7, IL-10 et HLA-G que les TS infectées et les non-TS non 

infectées. Une caractérisation plus poussée des cellules endocervicales myéloïdes HLA-DR+ 

des HESN a révélé une population de cellules myéloïdes tolérogéniques CD103+CD14+CD11c+ 

exprimant HLA-G, ILT-4, mais également des niveaux élevés d’IFN-α et d’IL-10. 

Parallèlement, les HESNs présentent des fréquences plus élevées de cellules endocervicales 

régulatrices T-CD4+ comparées aux TS infectées et aux non-TS non infectées de la population 

générale. Ainsi, l’implication des cellules myéloïdes tolérogéniques exprimant des niveaux 

élevés de molécules antivirales joue un rôle important dans la réponse immunitaire de la 

muqueuse génitale afin de prévenir l’infection au VIH. 

 

Mots-clés : VIH-1, HESN, TS, tractus génital féminin, IFNα, microenvironnement 

tolérogénique/régulateur.  
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3.4 Article 2 : Highly-Exposed HIV-1 seronegative Female Commercial Sex Workers 

sustain in their genital mucosa increased frequencies of tolerogenic myeloid and 

regulatory T-cells 
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3.1.1 Abstract 

We and others have shown that HIV-1 highly-exposed seronegative (HESN) female commercial 

sex workers (CSWs) maintain low genital inflammatory conditions to prevent HIV infection. 

HIV-1 interacts with toll-like receptors (TLR)-7/8 to induce interferon (IFN)-α, an important 

antiviral and immunomodulatory cytokine, which acts together with interleukin (IL)-10, human 

leukocyte antigen (HLA)-G and immunoglobulin-like transcript ILT-4 to initiate a 

“tolerogenic/regulatory” anti-inflammatory loop. In view of further unravelling elements 

associated with natural immunity to HIV-1, we have characterised TLR-7, IFN-α, IL-10, HLA-

G and ILT-4 expression profiles in the genital tract of female CSWs and HIV-1-uninfected non-

CSWs from Benin. Endocervical myeloid HLA-DR+ cells from HESN CSWs expressed higher 

levels of IFN-α, TLR-7, IL-10 and HLA-G than those from both HIV-1-infected CSWs and 

HIV-1-uninfected non-CSWs. Further characterization of the endocervical myeloid HLA-DR+ 

cells in HESN CSWs revealed a population of "tolerogenic" CD103+CD14+CD11c+ myeloid 

cells expressing high levels of IFN-α and IL-10. Concomitantly, HESN CSWs had higher 

frequencies of endocervical regulatory CD4+ T-cells when compared to those from the two other 

groups of women. These novel findings provide strong evidence to support the implication of 

tolerogenic myeloid cells expressing high levels of antiviral molecules in shaping the genital 

mucosal immune response to prevent HIV infection. 

 

Key Words: HIV-1, HESN, CSWs, female genital tract, IFNα, tolerogenic/regulatory 

microenvironment 
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3.1.2 Introduction 

In 2015, an estimated 36.7 million people were living with HIV/AIDS worldwide. Most 

HIV-1 infections are acquired through heterosexual intercourse, and in Africa, 60% of new HIV-

1 infections affect women [1]. Vaccines and microbicides hold promise for preventing the 

acquisition of HIV-1, but the success of designing such agents needs a better understanding of 

the mechanisms of transmission and HIV-specific immune responses at the initial site of 

infection.  

The female genital tract (FGT) constitutes a main portal of entry for HIV-1, and plays a 

critical role in protecting the host against pathogens while maintaining a tolerance to a 

commensal flora [2, 3]. To this end, the FGT is provided with an array of protective mechanisms 

from the innate and adaptive arms of the immune system to maintain a delicate balance between 

protection and tolerance [4]. FGT immunity is also tightly regulated by a 

hormonal/inflammatory process throughout the menstrual cycle, having to deal with the 

pressure of procreation and microbial control [5, 6]. The innate immune compartment of the 

FGT involves genital epithelial cells (GEC), dendritic cells [7], Langherans cells (LC), 

macrophages, natural killer (NK) cells and neutrophils, which confer protection through the 

production of antimicrobial agents, chemokines and cytokines [8, 9]. GECs, which form an 

uninterrupted barrier between the lumen and underlying cells, have been shown to express toll-

like receptors (TLRs) 1 to 9, indicating the potential to respond to a wide range of 

microbes/pathogens [8, 10]. It has been shown that mucosal epithelial cells (genital and 

intestinal) respond directly to envelope glycoproteins of HIV-1 by upregulating inflammatory 

cytokines [11]. Given the pivotal role GECs play in modulation of FGT mucosal integrity, it is 

likely that sensing through TLRs is involved in regulating the balance between tolerance vs 

defence, and modulating subsequent immunity [9, 10, 12]. The FGT associated lymphoid organs 

are part of the mucosal associated lymphoid tissue (MALT), which also includes the gastro-

intestinal lymphoid tissue (GALT). Unlike the GALT, the FGT does not include M cells or 

organised lymphoid crypts or follicles in the sub-mucosa [12] but contains uterine lymphoid 

aggregates [13]. Local immunisations at the FGT level have been shown to induce local CD4+, 

CD8+ CTL, IgG and IgA responses. However, mechanisms of immune induction in the FGT 

remain poorly understood [2, 3, 5]. The link with adaptive immunity mainly involves DC, the 



 

100 

latter which through pattern recognition receptor (PRR) such as TLR sensing are also involved 

in maintaining a homeostatic balance between tolerance and inflammation. Cross-talk between 

epithelial cells and sub-mucosal DC involves immunoregulatory cytokines and lead to 

activation of effector cells in the lamina propria. DC are also pivotal in orchestrating innate and 

adaptive immune responses directly or by migrating to FGT mucosal associated draining 

lymphoid organs to regulate B and T lymphocyte responses [8, 9, 14]. 

Mucosal exposure to HIV-1 in the absence of infection was documented in different 

cohorts across the world, including the Beninese commercial sex workers (CSWs) and evidence 

supports a major role for the FGT microenvironment and innate immune system in sustaining 

resistance against HIV-1 infection [2, 15, 16]. The demonstration of the presence of low-

inflammatory conditions in the FGT of HIV-1 highly-exposed seronegative (HESN) Beninese 

and Kenyan CSWs has recently been described [17-20]. However, the biological impact of HIV-

1 on FGT immunity and how infection could be avoided/controlled are still largely unresolved 

partially because studies on HIV FGT immunity remain challenging, principally due to the 

difficulty of recruiting participants, obtaining fresh samples, adequate numbers of viable cells, 

and controlling for major confounders such as sexually transmitted infections, menstrual cycle 

and risk behaviours. 

Based on our previous studies [18, 19, 21] and others [17, 20, 22, 23], we hypothesized 

that maintenance of low-inflammatory conditions in the FGT of HESN individuals helps to 

prevent excessive immune activation and lower HIV-1 target availability, likely maintaining the 

integrity of the mucosal barrier to protect from HIV-1 infection [2]. In the present study, we 

aimed to further characterize immune cells that might be involved in the production of the low-

inflammatory conditions observed in the FGT of HIV-1 HESN CSWs.  

 

3.1.3 Methods 

Study population 

Female CSWs were recruited through a dedicated sex worker clinic in Cotonou, Benin. Non-

CSW control women at low risk for exposure were enrolled from a general health clinic in 

Cotonou. Women were invited to participate in the study as they attended clinics. Women were 

excluded from the study if, they were less than 18 years old, menstruating or pregnant. At 
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enrolment, participants were asked to answer a questionnaire about demographic information, 

sexual behaviour, duration of sex work (i.e number of years of practice), number of sex partners, 

condom use, vaginal douching practices, and reproductive history. Each participant underwent 

a genital examination by a physician. Vaginal specimens were obtained for diagnosis of 

candidiasis, trichomoniasis and bacterial vaginosis by microscopic examination and HSV 

infection by PCR. Endocervical swabs were obtained to test for Neisseria gonorrhoeae and 

Chlamydia trachomatis infection using BD ProbeTec ET system (Strand Displacement Assay, 

Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). Peripheral blood was taken for HIV, syphilis, HSV 

and progesterone testing by immunoassays. HIV-1 positivity was defined by the presence of 

HIV-1 specific IgG tested with Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab (Organon Teknika, Boxtel, 

The Netherlands). Non-reactive samples were considered HIV seronegative, whereas reactive 

samples were tested with Genie II HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Genie II dually 

reactive samples (to HIV-1 and HIV-2) and discordant samples (Vironostika reactive/Genie II 

non-reactive) were further tested by INNO-LIA HIV I/II Score (Innogenetics NV, 

Technologiepark 6, Gent, Belgium). For the present study we selected genital samples from 22 

HIV-1-uninfected CSWs or HESN, 24 treatment-naïve HIV-1-infected CSWs and 13 HIV-1-

uninfected non-CSW control women. For the phenotype characterisation of GEC, myeloid and 

CD4+ T cells, endocervical samples from 9 or 7 HIV-1-uninfected CSWs, 10 or 7 treatment-

naïve HIV-1-infected CSWs and 5 HIV-1-uninfected non-CSW women were available, 

respectively. The three study groups were all in the follicular phase of their menstrual cycle as 

determined by progesterone levels, not taking oral contraception, and had no co-infection, 

bacterial vaginosis, trichomoniasis or candidiasis. The average blood CD4+ T-cells count for 

HIV-1-infected CSWs was 500 cells/mm3.  

 

Ethics statement 

Written informed consent was obtained from all subjects who participated in the study. The 

methods reported in this paper were performed in accordance with the relevant guidelines and 

regulations and all experimental protocols were approved by the Comité National Provisoire 

d’Éthique de la Recherche en Santé in Cotonou and the Centre Hospitalier de l’Université de 

Montréal (CHUM) Research Ethics Committees. 
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Cervico-vaginal lavage (CVL) sample collection and preparation 

CVL samples were obtained from all study participants by a physician, using a 10-ml syringe 

filled with sterile 1x phosphate-buffered solution (PBS) and aimed directly into the cervical os. 

CVL fluids were then collected, transferred immediately into 20 ml of RPMI-1640, kept on ice, 

and processed within 1 hour. CVL samples were centrifuged at 1500 rpm for 10 min and 

supernatants were concentrated on a 3 KDa Amicon membrane and were stored at -800C until 

shipped on dry ice to Montreal, Canada. CVL cells were cryopreserved in liquid nitrogen until 

shipped in transport tanks to Montreal, Canada 

 

Endocervical cell sample collection and preparation 

Endocervical cells were collected using a cytobrush under speculum examination by inserting 

the cytobrush into the cervix, rotating 360° and immediately placing in 5 mL of RPMI. 

Cytobrush samples with visible blood contamination were excluded from further analysis. 

Samples were kept on ice and processed within 1 hour. The cytobrush was vortexed, cells were 

flushed out of the brush, suspended in freezing medium (90% heat inactivated fetal bovine 

serum (hi-FBS), 10% DMSO) and cryopreserved in liquid nitrogen until shipped in transport 

tanks to Montreal, Canada. 

 

Cytokines measurement  

Cytokines were measured in CVLs using the ProcartaPlex immunoassay 

(Affimetrix/eBioscience, San Diego, CA, USA), which allows simultaneous detection of IFN-

β, IL-10, IL-17A, IL-22, and TNF-α, IFN-α was quantified by Bio-Plex cytokine/chemokine 

assay (Bio-Rad, Hercules CA, USA ) and TGF-β was quantified by Milliplex (Millipore, 

Billerica, MA, USA). Analysis was performed on a Luminex® 200 System (Luminex 

Corporation, Austin, TX, USA). The final concentration for a given cytokine in the CVL sample 

was determined as follows: concentration obtained with the Luminex analyser (pg ml−1) / (CVL 

concentration factor). The concentration factor was calculated as follows: initial volume/final 

volume (after concentration). Samples below Lower Detection Limit (LDL) were assigned a 

value of 0 pg/ml. sHLA-G levels were measured using the Human sHLA-G Immunoassay kit 

(Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA), which allows simultaneous detection of HLA-G1 

and -G5 soluble proteins without discrimination. The final concentration of sHLAG in the CVL 
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sample was determined as follows: concentration obtained with the sHLA-G Elisa assay (units 

per ml)/(CVL concentration factor). 

 

Flow-Cytometry analyses  

Endocervical cells from cytobrush samples were thawed, washed and processed for flow-

cytometry analysis. Briefly, a maximum of 2 X 105 endocervical cells per well were used for 

staining. Live/dead exclusion was performed using Aqua-LIVE/DEAD Fixable Stain 

(Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Non-specific binding sites were blocked 

using fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer (1x PBS, 2% heat inactivated (hi)-FBS, 

and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and 10 ug/ml mouse and/or rat IgG 

(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). The following conjugated mouse or rat anti-human 

monoclonal antibodies were used: anti-CD3-e fluor 605 NC, anti-CD138-Pe, anti-CD158a-Pe 

Cy7, anti-CD3/anti-CD19/ anti-CD56-Per CP e fluor 710, anti-CD14-e fluor 605 NC, anti-

CD11c-Pe, anti-HLA-DR-APC 780, anti-BDCA2-Pe Cy7, and anti-CD11c Pe Cy7, anti-

CD103-FITC, anti-CD8-APC 780, anti-LAP-Pe, and anti-FOXP3-488 (eBioscience, San Diego, 

CA, USA); anti-CD66b-FITC, anti-CD1a-a fluor 700, and anti-CD207-Pe, anti-ILT4-APC, 

anti-CD56-Brilliant Violet 510, and rat anti-IL-10-Pe Cy7 (BioLegend, San Diego, CA, USA); 

anti CD19-FITC, anti-CD45-V450, anti-CD209-Pe CF594, anti-HLA-G-biotin/Streptavidin-Pe 

CF594, anti-IFN-α2b-Pe, anti-TLR7-FITC, anti-CD11c-Pe CF594, HLA-G-Per CP Cy5.5, anti-

CD138-BV510, anti-CD4-a fluor 700, and anti-CCR5 (CD 195)-Pe CF504 (BD-Biosciences); 

anti-Pan Cytokeratin-APC (EXBIO Praha Czech Republic); anti-CD19-Pacific Green (Life 

Technologies); anti-CD45RA- BV711 (BioLegend, San Diego, CA, USA); anti-LAG-3- Pe, 

(R&D Systems, Minneapolis, USA); anti-CD3- eVolve 605, anti-ICOS- APC (eBioscience, San 

Diego, CA, USA); anti-CD45- BUV395, anti-CD49- BV786, anti-CTLA-4- BV421, anti-PD-

1- PerCP Cy 5.5, anti-CD8-APC/H7, anti-CD4- a fluor 700, and anti-LAP- PeCF 594 (BD-

Biosciences). Intracellular labelling was performed using the Cytofix/Cytoperm 

Fixation/Permeabilization kit and perm/wash buffer (BD-Biosciences). Intracellular non-

specific binding sites were blocked using perm/wash buffer containing 20% hi-FBS, 50% rat 

serum and 20 ug/ml mouse IgG. Cells were kept at 4℃ in 1.25% paraformaldehyde for 18 hours 

prior to analysis. Data acquisition of 5X104 events per sample was performed with an 

LSRFortessa (BD-Biosciences), and analysis was done with FlowJo7.6.3 software (TreeStar, 
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Ashland, OR, USA). All stainings were compared to that of fluorescence minus one (FMO) 

values (Supplementary Figure 1) and isotype controls. Anti-mouse Ig(κ) and anti-rat Ig(κ) 

Compbeads (BD-Biosciences) were used to optimize fluorescence compensation settings. 

CS&T beads (BD) were routinely used to calibrate the LSRFortessa to exclude the possibility 

of instrument-related fluorescence intensity changes over time, and we verified consistency 

prior to each data acquisition session using application settings based on Rainbow beads (BD). 

 

Statistical analyses 

Data from HESN CSWs were compared separately with those of HIV-1-infected CSWs and 

HIV-1-uninfected non-CSWs. The statistical significance of difference between groups was 

determined by Fisher’s exact test for categorical variables and unpaired Student’s T-test or one-

way ANOVA analysis for variance when continuous variables were normally distributed or by 

Mann-Whitney U test otherwise. The D'Agostino-Pearson normality test was used to determine 

whether the values were sampled from a Gaussian distribution. Analyses were performed using 

GraphPad Prism 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

3.1.4 Results 

Socio-demographic characteristics of the study population  

The socio-demographic characteristics of female CSWs and non-CSWs are shown in Table 1. 

HIV-1-infected CSWs were older than the HIV-1-uninfected (HESN) CSWs and non-CSWs. 

All women were practicing vaginal douching. Duration of sex work, average number of clients 

and condom use were similar between the HESN CSWs and HIV-1-infected CSW groups.  

 

Cytokines and soluble HLA-G expression levels in cervico-vaginal lavages (CVLs) from 

HESN CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women 

Levels of TNF-α, Rantes, IL-17A, IL-10, IL-22 and IFN-β were lower in the CVLs from HESN 

CSWs when compared to those measured in the CVLs from HIV-1-infected CSWs (Fig. 1). 

Interestingly, HESN CSWs had higher CVL levels of IFN-α than HIV-1-infected CSWs (Fig. 

1h). HESN CSWs had similar CVL levels of TNF-α, TGF-β, Rantes, and IL-22 (Fig. 1a-c, e), 

lower levels of IL-17A, IFN-α and -β (Fig. 1d, h-i), and higher levels of IL-10 and soluble HLA-
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G (sHLA-G) (Fig. 1f-g) than HIV-1-uninfected non-CSW women. In agreement with previous 

studies [17-23], these observations show that the FGT of HESN CSWs exhibit relatively low 

levels of pro-inflammatory cytokines in comparison to HIV-1-infected CSWs and high levels 

of regulatory molecules such as IL-10 and sHLA-G in comparison to HIV-1-uninfected non-

CSW women. 

 

Distribution of cell populations in endocervical samples from HESN CSWs, HIV-1-

infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women 

Due to the low leukocyte yield in samples from CVLs, cells of the epithelial, myeloid and 

lymphoid lineages were characterized in endocervical samples following multi-colour flow 

cytometric analysis. The GECs (CD45-CK+) were the most abundant cell population (42%) 

found in the endocervical samples, followed by CD45+CK- leukocytes negative for the lineage 

markers CD3, CD19, and CD56 (41%). The latter group of cells were divided into two groups 

based on HLA-DR expression; myeloid (HLA-DR+) cells (6%) and granulocytes (HLA-DR-, 

CD66b+) (35%). Cells carrying markers of the lymphoid lineage CD45+CK-CD3+ (T-cells) or 

CD19+ and/or CD138+ (B-cells, and plasmablasts and/or plasma cells) or CD56+ (NK-cells) 

represented 17% of the total endocervical cell population. The relative frequencies of these cell 

populations were similar between the three study groups (data not shown).  

 

Phenotypic characterisation of epithelial cells in endocervical samples from HESN CSWs, 

HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women 

We evaluated the GECs’ expression of TLR-7, IFN-α, IL-10 and HLA-G found to be of major 

importance for their antiviral and immune-regulatory properties [21, 24-28]. The GEC levels of 

expression of TLR-7, IFN-α, IL-10 and HLA-G were lower in HESN CSWs when compared to 

those found in HIV-1-infected CSWs, reaching significant levels for IFN-α and HLA-G (Fig. 

2). Levels of TLR7 and IFN-α expression by GECs were lower in HESN when compared to 

those in HIV-1-uninfected non-CSWs (Fig. 2b-c), whereas similar levels of expression were 

found for IL-10 and HLA-G between the two groups (Fig. 2d-e).  
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Characterisation of HLA-DR+ myeloid cells in endocervical samples from HESN CSWs, 

HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women 

The levels of expression of TLR-7, IFN-α, IL-10 and HLA-G by endocervical lineage-HLA-

DR+ myeloid cells were significantly higher in HESN CSWs when compared to those observed 

in both HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women (Fig. 3b-e). Levels of 

immunoglobulin like transcript ILT-4 expression by myeloid cells were similar for the two CSW 

groups (Fig. 3f), but expression was significantly higher in myeloid cells from the HESN CSWs 

when compared to those from HIV-1-uninfected non-CSW women (Fig. 3f). 

Further characterization of the endocervical myeloid lineage-HLA-DR+ cells revealed a 

population expressing CD11c and CD14 as well as both IFN-α and IL-10. The relative 

frequencies of these CD11c+CD14+IFNα+IL-10+ cells in HESN CSWs were higher than those 

in HIV-1-infected CSWs but lower than in those from HIV-1-uninfected non-CSW women (Fig. 

4b left panel). The majority of this cell subset expressed CD103 (80%) and HLA-G (87%), and 

a relatively large proportion also expressed CD1a (66%) and ILT-4 (55%). Intensity of 

expression of IFN-α and IL-10 by these cells were similar between the three groups (Fig. 4b 

middle and right panels), except for lower levels of IFN-α expression in the HIV-1-uninfected 

non-CSW women (Fig. 4b middle panel). We also found a population of myeloid lineage-HLA-

DR+ which were negative for CD11c and CD14 but positive for both IFN-α and IL-10. In 

contrast to the CD11c+CD14+IFNα+IL-10+ subset, a smaller proportion of the CD11c-CD14-

IFNα+IL-10+ cells were positive for CD103 (30%), HLA-G (40%) and ILT-4 (36%), whereas 

the proportion of cells expressing CD1a (72%) was similar. The relative frequencies of the 

CD11c-CD14-IFNα+IL-10+ cell subset were lower in the HESN CSWs when compared to the 

HIV-1-infected CSWs (Fig. 4c left panel). Intensity of expression for IFN-α and IL-10 by these 

cells were similar between the three groups (Fig. 4c middle and right panels), except for lower 

levels of IFN-α expression in the HIV-1-uninfected non-CSW women (Fig. 4c middle panel).  

 

Characterisation of CD4+ regulatory T-cell populations in endocervical samples from 

HESN CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW women 

We found no significant difference in the percentages of total endocervical CD4+ T-cells or 

CD4+IL-10-FoxP3- likely “effector” T-cells between the three study groups (Fig. 5b left and 

right panels). Given our finding that genital myeloid cells from HESN CSWs presented a more 
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“tolerogenic/regulatory” profile, we characterised the CD4+ T-cell regulatory profile. We 

identified two distinctive CD4+ T-cell regulatory phenotypes in endocervical samples of the 

three study groups, namely CD4+IL-10+FoxP3+ T regulatory cells (Tregs) and CD4+IL-

10+CD49b+LAG3+ type 1 regulatory T cells (Tr1) [29]. We also found expression of the 

molecules programed cell death protein (PD)-1, TGF-β latency associated peptide (LAP), 

inducible costimulatory (ICOS), lymphocyte-activation gene (LAG)-3 and cytotoxic T-

lymphocyte associated protein (CTLA)-4 on a great percentage of cells within these two cellular 

types. The relative frequencies of Tregs expressing PD-1 were significantly increased in the 

HESN CSWs when compared to both HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW 

women (Fig. 5c left panel). The frequencies of Tr1 were similar between the three groups (Figure 

5C right panel). Interestingly, the intensity of expression of PD-1 was greater in both Tregs and 

Tr1 from HESN CSWs when compared to the two other groups (Fig. 5d-e left panels). Moreover, 

Tregs of HESN CSWs had higher IL-10 and FoxP3 expression levels than those from both HIV-

1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSWs, reaching significant differences with the 

latter group (Fig. 5d middle and right panels). Levels of CTLA-4 and LAG3 expression in Tr1 

from HESN CSWs were similar to those in HIV-1-infected CSWs but different than those in 

HIV-1-uninfected non-CSW women (Fig. 5e middle and left panels).  

 

3.1.5 Discussion 

We and others have shown that natural immunity to HIV-1 in HESN CSWs is associated with 

low genital inflammatory conditions [17-23]. To further our understanding of the mechanisms 

that orchestrate this low inflammatory profile and confer protection against HIV-1, we have 

characterized and compared inflammatory vs “tolerogenic/regulatory” cytokines as well as the 

phenotype of genital immune cells and their “tolerogenic/regulatory” profile in the FGT of 

CSWs from Benin.  

 As expected, HESN CSWs had lower levels of pro-inflammatory cytokines in their 

genital fluids than did the HIV-1-infected CSWs. Interestingly, relatively higher levels of IFN-

α were found in HESN CSWs, which could be critical to sustain immune homeostasis, antiviral 

activity and restriction factors in cells at the portal of entry for the virus. Indeed, following viral 

encounter/infection, the induced IFNs can upregulate a myriad of IFN-stimulated genes (ISGs), 
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which have been shown to interfere with multiple viruses at various life cycle stages [28, 30]. 

Moreover, a recent study demonstrated that blockade of the IFN-I receptor caused reduced 

antiviral gene expression, increased SIV reservoir size and accelerated CD4+ T cell depletion 

with progression to AIDS [31]. The elevated IFN levels observed in the FGT of HIV-1-

uninfected non-CSWs also suggest that these African women might be exposed to microbial 

factors or have inflammatory/infectious conditions other than HIV favouring IFN production.  

The relatively high levels of IL-22 and IL-17A in CVLs of HIV-1-infected CSWs may 

possibly reflect Th17 activity and an attempt from the infected host to preserve mucosal integrity 

[32, 33]. IL-22 in conjunction with IL-17A or IL-17F synergistically induced the expression of 

β-defensin 2 and other antimicrobial peptides (S100A9, S100A7 and S100A8) [33]. However, 

sustained Th17 activity may lead to barrier impairment, increasing epithelium permeability and 

allowing for microbial translocation and chronic inflammation/activation [34]. On the other 

hand, the relatively high levels of IL-22 and IL-17A found in the CVLs from HIV-1-infeted 

CSWs may be produced by cell types other than Th17 such as innate lymphoid cells, natural 

killer cells, macrophages and neutrophils, therefore additional experiments are warranted to 

directly assess Th17 activity and mucosal integrity in the genital mucosa of CSWs. GECs from 

HESN CSWs expressed low levels of TLR7, IFN-α, IL-10 and HLA-G when compared to those 

observed in HIV-1-infected CSWs. As to whether the discrepancy between IFN-α levels 

measured in the CVLs and those expressed by GECs of HESN and HIV-1-infected CSWs is 

linked to differential mechanistic and/or kinetics of a production/release/consumption loop 

remain to be established.  

However, in contrast to that observed for GECs, endocervical myeloid HLA-DR+ cells 

from HESN CSWs expressed higher levels of IFN-α as well as TLR-7, IL-10 and HLA-G when 

compared to both HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non CSWs. This is consistent 

with the elevated IFN-α and IL-10 levels we measured in the CVLs of HESN CSWs possibly 

to promote a potent antiviral and yet at the same time immunoregulatory profile. IL-10 levels 

are often elevated in the context of HIV, as reported here in the CVLs from HIV-1-infected 

CSWs, but the overall outcome of excessive IL-10 may well be to sustain chronic activation and 

dysregulation, and may lead to imbalanced Treg/Teffector ratios [35, 36] associated with HIV 

disease progression [2, 3]. Furthermore, high level of regulatory activity may impede viral 

eradication [37]. In contrast, a more modest elevation of IL-10, such as observed for HESN 
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CSWs, may be beneficial and promote an immunoregulatory microenvironment [38]. Although, 

additional experiments are needed to directly assess the impact of IL-10 on the production and 

functionality of Tregs observed in the mucosal samples of HESNs, several studies support the 

role of IL-10 in promoting immunoregulatory responses. Both IFN-α and IL-10 are involved in 

differentiation of long-lasting antigen-specific T-cell anergy and Tr1 [39, 40]. In vitro studies 

have demonstrated that monocyte derived DCs treated with IL-10 and/or IFN-α were rendered 

“tolerogenic” and upregulated the inhibitory receptors ILT-3 and ILT-4, which promoted their 

capacity to induce Tr1 [25, 41]. IL-10 is one of the key cytokines inducing HLA-G expression 

on myeloid cells [42]. The engagement of the inhibitory molecules ILT-2, ILT-3 and ILT-4 on 

myeloid cells by HLA-G prevents the up-regulation of costimulatory molecules, inhibits 

maturation and allows them to promote the differentiation of CD4+ Tregs [27, 43]. It has been 

reported that, in addition to its membrane-bound form, sHLA-G also plays a role in promoting 

the induction of Tregs [44]. Amodio and colleagues identified a subset of “tolerogenic” DCs, 

named DC-10 that secrete high amounts of IL-10, express high levels of HLA-G and ILT-4 and 

bind CD4+HLA-G+ T-cells at the fetal maternal interface, where they may contribute to 

tolerance [24]. Furthermore, Gregori and colleagues have demonstrated that these DC-10 can 

induce Tr1 via an IL-10–dependent ILT4/HLA-G pathway [26]. Interestingly, we found a subset 

of myeloid HLA-DR+CD11c+CD14+ “DC” bearing IFN-α and IL-10, which relative percentage 

is increased in endocervical samples of HESN CSWs. The fact that we found a significant 

increase in IFN-α expressing cells to be associated with phenotypically distinct myeloid HLA-

DR+ cells in endocervical samples of HESN CSWs supports the notion that production of IFN-

α may be tightly regulated and restricted in these individuals. These myeloid HLA-

DR+CD11c+CD14+IFN-α+IL-10+ cells also expressed high levels of CD103, which could 

correspond to their function as mucosal sentinels poised to respond to and translate microbial 

antigens to cells of the innate and adaptive immune response, as has been reported for similar 

populations in other mucosal sites [45]. Also, murine CD103+ DCs [46], and human CD103+ 

DCs found throughout the gut lamina propria are thought to be more effective at promoting Treg 

responses and therefore play a central role in maintaining tolerance and tissue homeostasis [14]. 

Interestingly, the majority of the myeloid CD11c+CD14+IFN-α+IL-10+ cells also expressed 

HLA-G and ILT-4, as do DC-10 [24, 26]. It is thus possible that the CD11c+CD14+IFN-α+IL-

10+ myeloid population mostly bearing CD103 and HLA-G and found to be relatively increased 
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in endocervical samples of HESN CSWs play a similar role in the FGT, which would be 

consistent with the increased frequencies of endocervical Tregs we found for these individuals. 

This is also in agreement with previous findings showing elevated frequencies of Tregs in the 

blood of HESN CSWs from Kenya [47]. The higher expression levels of PD-1 we report for 

endocervical Tregs and Tr1 of HESNs could reflect T-cell exhaustion, however we prefer the view 

by which these cells are in an homeostatic activated status, possibly regulating cytotoxic T 

lymphocyte (CTL) or DC activities via PD-1L [48, 49], which likely confers an advantage to 

these individuals. Furthermore, endocervical Tregs and Tr1 cells from HESN also expressed 

higher levels of IL-10 and CTLA-4, respectively, which again reflect their regulatory activity 

[48]. 

Inversely, the myeloid HLA-DR+CD11c-CD14-IFN-α+IL-10+ subset, which frequencies 

are significantly increased in the FGT of HIV-1-infected CSWs, expressed lower levels of 

CD103 and HLA-G. Interestingly, in contrast to CD103+ DCs, CD103- DCs have a more 

immunogenic phenotype in both the steady state [50] and in an inflammatory context [51]. 

Moreover, CD103- intestinal mouse DCs have been shown to induce differentiation of IFN-γ 

and IL-17-producing effector T cells [35]. Therefore, the CD103- myeloid cell subset found to 

be elevated in the FGT of HIV-1-infected CSWs could have a more ‘’activated’’ phenotype than 

the CD103+ myeloid subset found in HESN CSWs. It is thus possible that the CD103- myeloid 

cell subset found in HIV-1-infected CSWs may contribute to the inflammatory conditions 

observed in the genital mucosa of these women resulting in increase susceptibility to HIV-1 

infection and disease progression/perpetuation at the initial site of exposure.  

Because of the cross-sectional design, the present study cannot address whether the 

myeloid subsets and Tregs found to be increased in the FGT of HESN CSWs, have a protective 

role against HIV infection. Moreover, the control group HIV-uninfected non-CSWs differ from 

the HESN study group by both HESN status and exposure to sex work. Therefore, it is not 

possible to determine if the differences observed between these groups are due to regular 

exposure to sex antigens and semen of clients or if it is due to the HESN phenotype. A 

longitudinal study to compare samples before and after seroconversion and further phenotypic 

and functional characterisations are required to confirm the protective role, the exact nature of 

the myeloid and regulatory T-cells, and whether they represent different populations or stages 

of differentiation remain to be established. Nevertheless the findings reported herein support the 
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hypothesis that natural immunity/resistance to HIV-1 infection may be orchestrated by specific 

mucosal tolerogenic/regulatory myeloid cell populations, which promote Tregs and induce a 

potent antiviral but regulated immune response to prevent excessive immune activation, lower 

HIV-1 target availability, and maintain the integrity of the mucosal barrier. 
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3.1.8 Figures legends 

Table 1. Distribution of demographic and sexual behavior characteristics in HIV-1. 
 

Uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, HIV-1-uninfected non-CSW women 

 

 

CSW, commercial sex workers; HIV, human immunodeficiency virus; HSV, herpes virus; N, 

number of participants; NA, non-applicable; NS, non-significant; SD, standard deviation. 
a p-value for the comparison across all groups were calculated with one-way ANOVA analysis 

for variance of age; Unpaired T- test for the duration of sex work and number of clients; Fisher’s 

exact test for condom use, vaginal douching and HSV sero-positivity.  

HIV prevalence among CSWs and male clients in Cotonou at the time of recruitment was 31% 

and 8.8%, respectively. The Cohort HIV incidence is 3.1%. 

 

  

  

HIV-1-

uninfected 

CSWs 

HIV-1-

infected 

CSWs 

HIV-1-

uninfected 

non-CSWs 

p-value a 

  N=22 N=24 N=13   

Age, mean (SD), years 37 (3) 44 (8) 34 (7) 0.001 

Duration of sex work , mean (SD), 

years 
5 (1) 6 (1) NA NS 

Number of client past week, mean 

(SD) 
15 (10) 23 (22) NA NS 

Condom always used with clients 

past week 
19 (86%) 21 (88%) NA NS 

HSV positive serology 19/22 (86%) 22/24 (92%) 7/13 (54%) NS 

Vaginal douching  22 (100%) 24 (100%) 13 (100%) NS 
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Figure 1. Cytokines/chemokines and sHLA-G levels in cervicovaginal lavages (CVLs) of 

HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW 

controls. Levels of TNF-α (a), TGF-β1 (b), Rantes (c), IL-17A (d), IL-22 (e), IL-10 (f), HLA-

G (g), IFN-α2 (h), IFN-β (i) were measured in CVLs of the three study groups. Sample 

measurements below the Lower Detection Limit (LDL) were assigned a value of 0. 

Cytokine/Chemokine values are expressed in pg/mL and sHLA-G values are expressed in 

U/mL. P-values for the comparison between two groups were calculated with a Mann-Withney 

U test. Data shown are Mean ± SD. * p<0.05, **p<0.001 and ***p<0.0001. CSW, commercial 

sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; TNF, tumor necrosis factor; TGF-

β, transforming growth factor; Rantes, regulated on activation normal T cell expressed and 

secreted; IL, interleukin ; IFN, interferon; and sHLA-G, soluble human leukocyte antigen-G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

117 

Figure 1 
 

 

     CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.0

0.5

1.0

1.5 **

TN
F-

α
 (

pg
/m

L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-
0

1

2

3

TG
F-

β
1 

(p
g/

m
L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0

2
3
4
5 *

R
an

te
s 

(p
g/

m
L)

 
 

  CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.5
1.0
1.5

***

*

IL
-1

7A
 (p

g/
m

L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0

5

10

15

20 *

IL
-2

2 
(p

g/
m

L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.00
0.05
0.10
0.15
0.20

0.5
1.0
1.5
2.0

*

*

IL
-1

0 
(p

g/
m

L)

 
 

   CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-
0

10

20

30

40
*

sH
LA

-G
 (U

/m
L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20 *
**

IF
N

-α
2 

(p
g/

m
L)

CSW HIV- CSW HIV+ Non CSW HIV-

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

1

2

3 **

IF
N

-β
 (p

g/
m

L)

 

 

  

a- b- c- 

d- 
e- 

f- 

g- h- i- 



 

118 

Figure 2. Flow-Cytometry analysis of live endocervical epithelial cells of HIV-1-uninfected 

CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW controls. a) Gating 

strategies by flow-cytometry of an endocervical sample. Cells were first gated on live 

endocervical cells and then on CD45-CDKPAN+ epithelial cells. Epithelial cells from the three 

study groups were characterized for their intensity of expression of TLR7 (b), IFN-α (c), IL-10 

(d) and HLA-G (e). Data are expressed as Geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI). 

Representative FMO staining controls can be viewed in supplementary Fig. S1. Statistical 

significance of differences in levels of expression (GeoMFI) was evaluated with Mann-Withney 

U test. *p<0.05 and **p<0.001. CSW, commercial sex worker; TLR, Toll-like receptor; IL, 

interleukin; IFN, interferon; HLA, human leukocyte antigen. 
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Figure 2 
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Figure 3. Flow-Cytometry analysis of live endocervical myeloid HLA-DR+ cells of HIV-1-

uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW controls. a) 

Gating strategies by flow-cytometry of an endocervical sample. Cells were first gated on live 

endocervical cells and then on CD45+CDKPAN- leukocytes. Leukocytes were gated on 

CD45+Lineage- and subsequently on HLA-DR+. Lineage HLA-DR+ cells from the three study 

groups were characterized for their expression levels of TLR7 (b), IFN-α (c), IL-10 (d), HLA-

G (e) and ILT-4 (f). Data are presented as geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI). 

Representative FMO staining controls can be viewed in supplementary Fig. S2. Statistical 

significance of differences in levels of expression (GeoMFI) was evaluated with Mann-Withney 

U test *p<0.05, **p<0.001 and ***p<0.0001. CSW, commercial sex worker; TLR, Toll-like 

receptor; IL, interleukin; IFN, interferon; HLA, human leukocyte antigen; ILT, immunoglobulin 

like transcript. 
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Figure 3 
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Figure 4. Flow-Cytometry analysis of live endocervical myeloid HLA-DR+CD11c+CD14+ 

and HLA-DR+CD11c-CD14- cells of HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs and 

HIV-1-uninfected non-CSW controls. a) Gating strategies by flow-cytometry of an 

endocervical sample. Cells were first gated on live endocervical cells and then on 

CD45+CDKPAN- leukocytes. Leukocytes were gated on CD45+Lineage- and subsequently on 

HLA-DR+. Lineage-HLA-DR+ cells were then gated based on their expression of CD11c and/or 

CD14 and subsequently IFN-α and IL-10. b) The frequencies (%) of CD11c+CD14+IFN-α+IL-10+ 

cells (left panel), and geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI) of their IFN-α expression 

levels (middle panel) and IL-10 (right panel) expression levels are shown for the three study 

groups. c) The frequencies (%) of CD11c-CD14-IFN-α+IL-10+ cells (left panel), and GeoMFI of 

their IFN-α expression levels (middle panel) and IL-10 (right panel) expression levels are shown 

for the three study groups. Statistical significance of differences in the relative frequencies (%) 

and levels of expression (GeoMFI) were evaluated with Mann-Withney U test when statistical 

non-parametric and with Unpaired T test when statistical parametric. *p<0.05, **p<0.001 and 

***p<0.0001. CSW, commercial sex worker; IL, interleukin; IFN, interferon. 
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Figure 4 
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Figure 5. Flow-Cytometry analysis of live endocervical CD4+ T-cells of HIV-1-uninfected 

CSWs, HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW controls. a) Gating 

strategies by flow-cytometry of an endocervical sample. Cells were first gated on live 

endocervical cells and then on CD3+CD4+ T-cells. CD4+ T-cells were selected based on 

expression of IL-10+FoxP3+ (Treg) and IL-10+CD49b+LAG-3+ (Tr1). The frequencies (%) of b) 

total CD4+ T-cells (left panel) and CD4+IL-10-FoxP3- T-cells (right panel), and c) CD4+IL-

10+FoxP3+PD-1+ Tregs (left panel) and CD4+IL-10+CD49b+LAG-3+ Tr1 cells (right panel) are 

shown for the three study groups. The geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI) of d) 

PD-1 (right panel), IL-10 (middle panel) and FoxP3 (right panel) is presented for CD4+IL-

10+FoxP3+ Tregs, and e) PD-1 (right panel), CTLA-4 (middle panel) and LAG-3 (right panel) is 

presented for CD4+IL-10+CD49b+LAG-3+ Tr1 cells. Representative FMO staining controls can 

be viewed in supplementary Fig. S3. Statistical significance of differences in the relative 

frequencies (%) and levels of expression (GeoMFI) were evaluated with Unpaired T test. 

*p<0.05 and **p<0.001. CSW, commercial sex worker; IL, interleukin; LAP, latency associated 

peptide; FoxP3, forkhead box P3; PD-1, Programmed cell death protein 1; LAG-3, Lymphocyte 

activation gene-3.  
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Figure 5 
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3.1.9 Supplementary Figures 

Figure S1 

 

 

 

 

 

 
 
 
Supplementary Figure S1. Representative fluorescence minus one (FMO) staining controls 

for Figure 2. FMO of toll-like receptor (TLR)-7 (a), FMO of interferon (IFN)-α (b), and FMO 

of interleukin (IL-10) (c), FMO of human leukocyte antigen (HLA)-G (d) staining on gated live 

endocervical epithelial cells. 

 

 

Figure S2 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S2. Representative fluorescence minus one (FMO) staining controls 

for Figure 3. FMO of TLR7 (a), FMO of IFN-α (b), FMO of IL-10 (c), FMO of HLA-G (d), 

and FMO of immunoglobulin like transcript ILT-4 (e) on gated live endocervical lineage- HLA-

DR+ cells. 
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Figure  S3 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

Supplementary Figure S3. Representative fluorescence minus one (FMO) staining controls 

for Figures 5. FMO of IL-10 (a), FMO of forkhead box P3 (FoxP3) (b), FMO of Lymphocyte 

activation gene (LAG)-3 (c), FMO of Programmed cell death protein (PD)-1 (d), and FMO of  

cytotoxic T-lymphocyte associated protein (CTLA)-4 (e) on gated live endocervical CD3+CD4+ 

T-cells. 
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CHAPITRE IV 

Rôle des monocytes dans la formation du profil tolérogénique des cellules dendritiques 

chez les HESN (en préparation) 

 

 

4.1 Mise en contexte 

Dans les chapitres précédents, nous avons démontré que de faibles concentrations de 

BLyS/BAFF soluble pourraient contribuer au maintien d’un faible profil inflammatoire chez les 

HESN (chapitre 2). En accord avec ces résultats, nous avons identifié une population de DCs 

tolérogéniques exprimant des niveaux élevés de molécules immunorégulatrice et antivirale. Ces 

DCs tolérogéniques, semblables aux MoDCs, favorisent la différenciation des cellules 

Tregs/Tr1 retrouvées dans la muqueuse génitale des HESN et maintiennent un équilibre 

homéostatique entre la tolérance et l’inflammation (chapitre 3).  

À la suite de ces données, nous avons décidé de caractériser les DCs tolérogéniques dans 

le TGF des femmes béninoises afin de déterminer leurs capacités à réguler l’expression de 

l’IFN-α. Toutefois, les DCs étant peu nombreuses dans les échantillons endocervicaux récoltés, 

nous avons décidé de dériver, in vitro, les monocytes sanguins des femmes de la cohorte en DCs 

(MoDCS).   
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4.2 Contribution des auteurs  

Auteurs: Lyvia Fourcade, Laurence Blondin-Ladrie, Annie-Claude Labbé, Michel Alary, 

Fernand Guédou, Johanne Poudrier, Michel Roger. 
 

 Statut de l’article : en préparation. 

 Expériences effectuées, analyses des données statistiques et présentation des figures : 

o J’ai réalisé toutes les expériences concernant le marquage et l’isolation des monocytes par 

tri cellulaire. Aussi, j’ai effectué la différenciation des MoDCs pour les différents groupes 

de femmes, ainsi qu’une partie des analyses statistiques et le montage des figures de 

cytométrie en flux – Contribution 70 %. 

o Raphaëlle Lambert et Patrick Gendron, de la plateforme génomique et informatique de 

l’IRIC (Montréal), ont respectivement participé à l’extraction d’ARN et à l’analyse 

transcriptomique des monocytes. 

o Laurence Blondin-Ladrie effectuera la caractérisation phénotypique des monocytes – 

Contribution 30 %. 

 Contribution en approvisionnement en réactifs, matériels et outils d’analyses : 

Annie-Claude Labbé, Michel Alary, Fernand Guédou, Johanne Poudrier et Michel Roger. 

 Rédaction préliminaire de l’article : Lyvia Fourcade.  

Johanne Poudrier et Michel Roger ont supervisé toutes les expériences et les analyses 

statistiques. 
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4.3 Introduction 

Les monocytes sont des cellules myéloïdes qui proviennent de la moelle osseuse et 

s’infiltrent dans les organes lymphoïdes secondaires et les tissus périphériques [1]. Ils 

contribuent à l’homéostasie tissulaire et à l’immunité innée et adaptative à la recherche d’agents 

pathogènes, en particulier lors de la différenciation en cellules dendritiques (DCs) ou 

macrophages à la suite de différents stimuli [1-3]. Ainsi, en collaboration avec des cellules 

épithéliales, les DCs dans lesquelles on retrouve les DCs myéloïdes (mDCs), les DCs 

plasmacytoïdes (pDCs) et les DCs dérivées de monocytes (MoDCs) [4] aident à maintenir une 

balance homéostasique immunitaire entre tolérance et inflammation [5]. Elles sont impliquées 

dans la production de molécules immunorégulatrices et orchestrent la réponse lymphocytaire T 

et B face aux agents pathogènes [5, 6]. 

Le tractus génital féminin (TGF) est la principale porte d’entrée pour le VIH-1 et son 

immunité joue un rôle important dans le contrôle d’une flore commensale et la défense de 

l’organisme contre les microorganismes pathogènes [7, 8]. Un groupe de travailleuses du sexe 

(CSWs+) a été recruté à Cotonou, au Bénin, dans lequel ont été identifiées des femmes dites 

hautement exposées séronégatives (HESN). Ces femmes ne deviennent pas infectées par le 

VIH-1, et ce, après plus de sept ans de travail sexuel actif. Nous avons démontré la présence de 

cellules myéloïdes de type HLA-DR+CD14+CD11c+CD103+ à des fréquences élevées dans le 

FGT des HESN. Ces cellules myéloïdes rappellent les cellules dendritiques dérivées de 

monocytes (MoDCs), et expriment des niveaux élevés d’IL-10, de HLA-G et d’ILT4, ainsi que 

l’INF-α, dans des échantillons endocervicaux des HESN. Ce profil tolérogénique concorde bien 

avec des fréquences élevées de cellules Tregs exprimant des niveaux élevés de PD-1, également 

trouvés dans le FGT des HESN (Article 2).  

Basée sur ces données, notre hypothèse est que les populations de MoDCs observées au 

niveau du FGT des HESN peuvent induire un potentiel antiviral et réguler une réponse immune 

au site initial de l’infection au VIH-1. Ainsi, un phénotype différentiel au niveau des monocytes 

sanguins pourrait être impliqué dans la génération de MoDCs tolérogéniques. Les objectifs 

consistent donc à caractériser génotypiquement et phénotypiquement les différentes sous-

populations de monocytes sanguins puis de caractériser leur différenciation en MoDCs, in vitro, 

chez les HESN. 
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4.4 Matériels et méthodes 

4.4.1 Le groupe d’étude 

Les travailleuses du sexe (CSWs) féminin ont été recrutées dans une clinique dédiée aux 

travailleuses du sexe à Cotonou, au Bénin. Parmi elles, on retrouve les femmes séropositives 

(CSWs+ HIV+), les femmes séronégatives ayant moins de deux années de prostitution (non 

HESN) et celles ayant plus de 7 années de prostitution (HESN). Des femmes de la population 

générale séronégative pour le VIH-1, Non-CSWs HIV-, et à faible risque d’exposition ont été 

recrutées dans une clinique de santé générale séparée, à Cotonou. Les femmes de moins de 

18 ans, enceintes ou ayant leurs règles ont été exclues de l’étude.  

Les femmes recrutées ont été invitées à répondre à un questionnaire sur leur âge, la durée 

de la prostitution (le cas échéant), le nombre de clients par semaine (le cas échéant), leur 

comportement sexuel, les pratiques de douche vaginale et l’utilisation de préservatifs ou de 

contraceptifs hormonaux. De plus, elles ont subi un examen gynécologique par un médecin. Des 

échantillons vaginaux ont été récoltés pour le diagnostic, par examen microscopique de la 

candidose, la trichomoniase et la vaginose bactérienne, et par réaction en chaîne de la 

polymérase (PCR) pour l’infection par le virus de l’herpès simplex (HSV). Des écouvillons 

endocervicaux ont été obtenus pour la détection de Neisseria gonorrhea et de Chlamydia 

trachomatis (système BD ProbeTec Et). Des échantillons de sang ont été prélevés et testés pour 

déterminer leur statut VIH-1, le diagnostic de syphilis et les niveaux de progestérone. Les sujets 

présentant de la fièvre, une inflammation vaginale visible et une infection autre que le VIH-1 

ont été exclus de l’étude. La positivité du VIH-1 était définie par la présence d’IgG spécifiques 

du VIH-1 testés avec Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab (Organon Teknika, Boxtel, Pays-

Bas). Les échantillons non réactifs ont été considérés séronégatifs pour le VIH, tandis que les 

échantillons réactifs ont été testés avec le gène Genie II VIH-1/VIH-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). 

Aucune de ces femmes n’était une consommatrice de drogues injectables. Les trois groupes de 

l’étude étaient tous dans la phase folliculaire de leur cycle menstruel, ne prenaient pas de 

contraception orale, n’avaient pas de co-infections, de vaginose bactérienne, de trichomonose 

ou de candidose. 
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4.4.2 Prélèvement et préparation des échantillons 

Les cellules mononucléées du sang périphérique, PBMCs, ont été isolées du sang total 

par centrifugation sur des gradients de Ficoll, lavées et mises en suspension dans du milieu de 

congélation contenant 90 % de sérum fœtal bovin inactivé par la chaleur (FBSi) et 10 % de 

diméthylsulfoxyde (DMSO). Le tout a été conservé dans de l’azote liquide jusqu’à 

utilisation. Le plasma et le sérum ont été conservés et congelés à -80 °C jusqu’à leur utilisation. 

 

4.4.3 Évaluation préliminaire des populations de monocytes par cytométrie en flux 

Les monocytes, de profil HLA-DR+CD14+CD3-CD19-CD56-, ont été enrichis 

négativement à l’aide de billes immunomagnétiques (DynabeadsTM UntouchedTM Human 

Monocytes, Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Après isolation les monocytes 

circulants des femmes Non-CSWs HIV-, CSWs+ HIV+ et CSWs+ HIV- ont été caractérisés par 

cytométrie en flux (FACS). L’exclusion des cellules mortes a été accomplie à l’aide de la 

coloration Aqua-LIVE/DEAD (Invitrogen Life technologies). Les sites de liaison non 

spécifiques ont été bloqués à l’aide d’un tampon de tri cellulaire (PBS 1x, 2 % de FBSi et 0,1 % 

d’azide de sodium) additionné de 20 % de FBSi, 0,2µg/ml d’IgG de souris (Sigma-Aldrich) et 

5µg/1 x 106 cellules de Fc-block humain (BD Biosciences, San Jose, CA). Les cellules ont été 

marquées avec les anticorps conjugués anti-humains monoclonaux de souris suivants : BV6450 

anti-CD19, anti-CD3 et anti-CD56, BV786 anti-CD14, PE-Cy7 anti-HLA-DR (BD-

Biosciences) et PE-Cy5.5 anti-CD11c (eBioscience, San Diego, CA, É.-U.). Les cellules ont été 

maintenues à 4 °C dans du paraformaldéhyde à 2 % puis analysées. L’acquisition de 104 à 

105 événements par échantillon a été obtenue avec le cytomètre LSRFortessa (BD-Biosciences), 

et l’analyse a été effectuée avec le logiciel FlowJo10 (Treestar, Ashland, OR, USA). Des 

compbeads Ig (κ) anti-souris (BD-Biosciences) ont été utilisés pour optimiser les paramètres de 

compensation de fluorescence et étalonner le LSRFortessa. 
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4.4.4 Culture et stimulation des MoDCs 

Les monocytes de profil HLA-DR+CD14+CD3-CD19-CD56- ont été enrichis 

négativement à l’aide de billes immunomagnétiques (DynabeadsTM UntouchedTM Human 

Monocytes, Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Les monocytes ont été cultivés 

dans des plaques de 48 puits (Falcon, Fisher Scientific, ON, CA), à raison de 5 x 105 cellules/ml 

dans du milieu (Iscove’s Modified DulbeccoS Medium 1x, Gibco/ ThermoFisher Scientific) 

supplémenté avec 10 % FBSi, 2 % de pénicilline/streptomycine (ThermoFisher Scientific, 

Saint-Laurent, QC, Canada) et 10-4 M de béta-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, 

É.-U.). De l’IL-4 (100 ng/mL) et du GM-CSF (250 ng/mL) recombinants humains (Invitrogen 

Life technologies) ont été ajoutés à J0 et J3 de culture. À J6 de culture, les MoDCs ont été 

récoltés.  

 

4.4.5 Tri cellulaire des monocytes, extraction d’ARN et séquençage 

Les PBMCs des femmes Non-CSWs HIV-, CSWs+ HIV+ et CSWs+ HIV- ont été utilisées 

pour le tri cellulaire. L’exclusion des cellules mortes a été produite à l’aide de la coloration 

Aqua-LIVE/DEAD (Invitrogen Life technologies). Les sites de liaison non spécifiques ont été 

bloqués à l’aide d’un tampon de tri cellulaire (FACS buffer) (PBS 1x, 2 % de FBSi et 0,1 % 

d’azide de sodium) additionné de 20 % de FBSi, 0,2µg/ml d’IgG de souris (Sigma-Aldrich) et 

5µg/1 x 106 cellules de Fc-block humain (BD Biosciences, San Jose, CA). Les cellules ont été 

marquées avec les anticorps conjugués anti-humains monoclonaux de souris suivants : BV6450 

anti-CD19, anti-CD3 et anti-CD56, BV786 anti-CD14, PE-Cy7 anti-HLA-DR (BD-

Biosciences) et PE-Cy5.5 anti-CD11c (eBioscience, San Diego, CA, É.-U.). Les monocytes 

totaux CD14+ ont été sélectionnés puis resuspendus dans du trizol (Invitrogen Life technologies) 

à raison de 1 x 105 à 9 x 105 cellules/0,5ml puis conservées -80 °C jusqu’à utilisation. Les 

monocytes totaux ont été envoyés à la plateforme génomique de l’IRIC pour une extraction 

d’ARN suivie d’un séquençage sur tous les échantillons. Par la suite, une analyse 

transcriptomique et bioinformatique a été effectuée par la plateforme d’informatique et de 

bioanalyses de l’IRIC. Les bibliothèques ont été préparées en utilisant Clontech Ultra Low RNA 

SMARTer v4 (Takara) et séquencées sur un HiSeq2000. Les gènes exprimant un taux d’erreur 



 

134 

(FDR) < 0,05 ont été considérés comme exprimés différentiellement. Les niveaux d’expression 

des gènes ont été comparés en utilisant le nombre de lectures brutes et le modèle de distribution 

binomiale négatif mis en œuvre dans DESEq2 (25516281), un ensemble d’analyse d’expression 

différentielle développé pour R, qui s’ajuste aux variations de l’échantillon avec l’hypothèse 

que la grande majorité des gènes devraient avoir des niveaux d’expression corrélés. Plus 

spécifiquement, la régularisation de la transformation de log (rlog) installée dans DESeq2 a été 

utilisée pour transformer des données brutes en log2 (lecture) pour l’analyse et la visualisation. 

 

4.5 Résultats 

Les résultats préliminaires présentés ici ont été effectués sur quatre groupes de femmes 

de la cohorte béninoise : (1) les Non-CSWs HIV-, femmes contrôles de la population générale; 

(2) les CSWs+ HIV- qui ne sont pas des HESN et ont moins de deux années de prostitution; (3) 

les HESN, femmes séronégatives avec plus de sept années de prostitution et (4) les CSWs+ HIV+ 

qui sont séropositives. 

Il est important de mentionner que la cytométrie en flux et les analyses transcriptomiques 

réalisées sur les monocytes ont été effectuées sur trois femmes/groupe, sauf pour le groupe des 

HESN qui comptabilise quatre femmes. 

 

4.5.1 Analyses transcriptomiques des monocytes sanguins totaux 

Les monocytes totaux HLA-DR+CD14+ du sang des femmes Non-CSWs HIV-, CSWs+ 

HIV- (non HESN), HESN et CSWs+ HIV+ ont été triés par cytométrie en flux. Les analyses 

transcriptomiques RNA-Seq ont été faites sur les 500 premiers gènes exprimés par les monocytes 

totaux des femmes béninoises sélectionnées.  

La « Heatmap » nous permet d’observer une très grande différence dans le profil 

d’expression génétique entre les groupes. Ainsi, une partie des gènes observés dans les 

monocytes totaux des HESN sont régulés à la hausse comparativement aux CSWs+ HIV+  

(Figure 4.1).  

https://www.mdpi.com/2073-4468/8/4/50/htm#fig_body_display_antibodies-08-00050-f001


 

135 

 

Figure 4.1. Modulation des gènes exprimés dans les monocytes sanguins chez les CSWs+ 
HIV+ et les HESN. Les données présentées constituent la valeur d’un échantillon 
pour une femme béninoise. 

 

CSWs+ HIV+ HESN 
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L’analyse de composants principaux (PCA) ne montre pas de grandes divergences 

génétiques entre les femmes appartenant aux groupes Non-CSWs HIV- et CSWs+ HIV-. Les 

femmes HESN D722 (15 années de prostitution, ± 10 clients/semaine) et D704 (17 années de 

prostitution, ±15 clients/semaine) montrent une séparation distincte des femmes HESN D715 

(16 années de prostitution, ±5 clients/semaine) et D749 (10 années de prostitution, 

±3 clients/semaine). Ces femmes D722 et D704 se distinguent également des trois autres 

groupes. La femme HLA 009 du groupe Non-CSWs HIV- est à exclure de l’analyse pour 

quantité limitée d’ARN (Figure 4.2). 

Les analyses transcriptomiques RNA-Seq démontrent les transcrits de gènes pour les 

molécules CCL3, CCL4, CCL5, NR4A1, CXCR1 et CCR2 (Figure 4.3). On constate que les 

transcrits géniques de CCL3, CCL4 et NR4A1 sont régulés à la hausse pour deux HESN (D704 

et D722) (Fig. 4.3 A, B et D). On n’observe pas de modulation pour les transcrits de CX3CR1, 

CCR2 et CCL5 (Fig. 4.3 C, E et F). 

  

https://www.mdpi.com/2073-4468/8/4/50/htm#fig_body_display_antibodies-08-00050-f001
https://www.mdpi.com/2073-4468/8/4/50/htm#fig_body_display_antibodies-08-00050-f001
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Figure 4.2. Représentation graphique (PCA) montrant la variabilité 2D des gènes 
exprimés dans les monocytes sanguins totaux à J0 entre les Non-CSWs HIV-, les CSWs+ 
HIV-, les HESN et les CSWs+ HIV+. Les deux premiers composants principaux (PC1 et PC2) 
représentent les 46 % de différences génétiques entre les quatre groupes de femmes. La direction 
des vecteurs par rapport aux deux axes PC reflète le degré de divergence entre les gènes des 
femmes béninoises. Les Non-CSWs HIV- sont représentées en orange, les CSWs+ HIV- en bleu, 
les HESN en vert et les CSWs+ HIV+ en rose. Les données présentées expriment la valeur d’un 
échantillon pour une femme béninoise. PCA (Principal Components Analysis).  
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Figure 4.3. Analyses RNA-Seq de l’expression de CCL3, CCL4, CCL5, NR4A1, CX3CR1 
et CCR2 sur les monocytes circulant des Non-CSWs HIV-, CSWs+ HIV-, HESN 
et CSWs+ HIV+. Les données présentées expriment la valeur d’un échantillon pour 
une femme béninoise. 

A- B- 

C- D- 

CCL3 CCL4 

CCL5 NR4A1 

E- F- CX3CR1 CCR2 
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4.5.2 Différenciation des monocytes en DCs (MoDCs) 

Suite à la sélection négative des monocytes circulant à partir de PBMCs et de leur mise 

en culture en présence de GM-CSF (250 ng/ml) et d’IL-4 pendant six jours, nous avons étudié 

le profil phénotypique des MoDCs à J0 et à J6, de façon préliminaire, par cytométrie en flux 

(Fig. 4.4). Notons que la différenciation cellulaire en MoDCs a été effectuée chez toutes les 

femmes de chaque groupe. La figure ci-dessous n’est représentative que pour une 

femme/groupe, les résultats de l’analyse des autres femmes pour chaque groupe étant 

semblables à celle présentée.  

À J0, différentes sous-populations de monocytes ont été observées, à savoir les HLA-

DR+CD14+ non classique (low), intermédiaire (int) et classique (Hi) dans les différents groupes 

de femmes. Nous avons observé également la présence de fréquences élevées de monocytes non 

classiques chez les HESN par rapport aux autres groupes, alors que les monocytes classiques y 

restent minoritaires (Fig. 4.4 A).  

À J6, les monocytes ont été différenciés en MoDCs avec un profil HLA-

DR+CD11c+CD14- pour les Non-CSW HIV- et les CSWs+ HIV+. Toutefois, on constate que le 

niveau d’expression de CD11c+ est régulé à la baisse et que la fréquence de MoDCs diminue 

chez les CSWs+. Chez les HESN, nous constatons une absence de différenciation en MoDCs, 

avec un profil HLA-DR+CD11c-CD14+ alors que pour les CSWs+ HIV- nous observons une 

différenciation en MoDCs, avec un profil HLA-DR+CD11c+CD14+/- (Fig. 4.4 B).  

Ainsi, par rapport aux autres groupes, les HESN semblent avoir un fort taux de 

monocytes non classiques et une non-différenciation en MoDCs.  

 



 

140 

 

Figure 4.4. Différenciation des MoDCs chez les Non-CSWs HIV-, les CSWs+ HIV-, les 
HESN et les CSWs+ HIV+. Les cellules en culture ont été récoltées puis analysées 
par cytométrie en flux à J0 et à J6. (A) Les monocytes HLA-
DR+CD14+CD11c+LIN-(CD19-CD3-CD56-) à J0 et (B) les MoDCs HLA-
DR+CD14-CD11c+LIN-(CD19-CD3-CD56-) à J6. Les données présentées 
expriment la valeur d’un échantillon pour une femme béninoise.  
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4.6 Discussion 

Nous et plusieurs autres auteurs avons montré que l’immunité naturelle au VIH-1 est 

associée à de faibles conditions inflammatoires au niveau de la muqueuse vaginale [9-14]. Afin 

de mieux comprendre les mécanismes qui orchestrent ce faible profil inflammatoire et confèrent 

aux HESN une protection contre le VIH-1, nous nous sommes penchés sur la caractérisation des 

monocytes circulants et leur maturation en MoDCs chez les travailleuses du sexe béninoises. 

Nous rapportons ici une cartographie phylogénétique montrant une grande variabilité 

dans les niveaux d’expression des gènes chez les HESN par rapport aux CSWs+ HIV+. De plus, 

on constate que la femme D704 (17 années de prostitution, ±15 clients/semaine) montre un 

niveau d’expression de ses gènes beaucoup plus élevé par rapport aux HESN qui ont peu de 

clients/semaine (Fig. 4.1). Les analyses PCA démontrent une très grande différence génétique 

chez les HESN qui ont à la fois beaucoup d’années de prostitution et de clients, par rapport aux 

autres groupes (Fig. 4.2). L’étude effectuée sur les transcrits génétiques des monocytes sanguins 

totaux présente une augmentation de l’expression des gènes codant pour les chimiokines CCL3 

et CCL4, ainsi que pour le récepteur NR4A1, chez les HESN ayant un grand nombre d’années 

de prostitution et de clients comparativement aux trois autres groupes (Fig. 4.3 A, B et D). Ces 

résultats suggèrent donc qu’une exposition régulière et soutenue de l’hôte face au VIH-1 

pourrait réguler les niveaux d’expression de certains gènes aidant à maintenir une immunité 

naturelle. 

Les hauts niveaux de gènes, CCL3 et CCL4, codant pour MIP-1α et MIP-1β 

respectivement, qui ont été observés dans les monocytes sanguins des HESN, sont en accord 

avec nos études antérieures. En effet, nous avions démontré un taux élevé de l’expression de 

MIP-1α et MIP-1β dans le sang des HESN [12]. L’augmentation de l’expression de ces mêmes 

chimiokines a également été associée à une diminution de la charge virale chez des femmes 

d’Afrique du Sud [15]. De plus, les études démontrent que les polymorphismes observés au 

niveau des gènes CCL3 et CCL4 influencent la sensibilité à l’infection par le VIH-1 et la 

progression de la maladie [16, 17]. Par ailleurs, les LT-CD4+ spécifiques au VIH-1 identifiés 

chez les HESN expriment eux aussi une plus grande quantité de β-chimiokines, RANTES codé 

par CCL5, et MIP-1α. Avec MIP-1β, ces β-chimiokines sont connues pour leurs activités 
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immunomodulatrices et antivirales, en plus d’être des ligands naturels du corécepteur CCR5. 

En abondance, elles entrent en compétition avec le corécepteur du virus, diminuant ainsi la 

propagation du virus à travers l’organisme ou en modulant le niveau d’expression de surface 

des récepteurs [18, 19]. Ainsi, des niveaux élevés de CCL3 et CCL4 semblent nécessaires pour 

amorcer une réponse immunitaire précoce afin d’empêcher la dissémination du virus et 

permettre une certaine protection face au VIH-1. 

Les monocytes présentent une large gamme de molécules d’adhésion ainsi que 

des récepteurs de chimiokines, comme notamment CCR2 et CX3CR1, utiles dans leur migration 

vers les sites inflammatoires [1]. L’évaluation des niveaux d’expression de ces récepteurs est 

généralement faible à la surface des monocytes totaux [20], ce qui pourrait expliquer l’absence 

de variabilité pour le CX3CR1 et le CCR2 entre les groupes (Fig. 4.3 E et F). En effet, les 

niveaux d’expression de CCR2 étaient plus faibles à la surface des monocytes classiques 

(CD14++CD16-) chez les EC et les patients sous ART, alors que l’expression de CX3CR1 s’est 

vue plus élevée sur les monocytes non classiques (CD14+CD16++) par rapport aux personnes 

saines [21]. En outre, CX3CR1 semble contribuer à la survie de ces monocytes non classiques 

[22]. Nos précédentes études ont démontré que les HESN ont un profil semblable aux « Elite 

Controllers » de la cohorte HARSAH [23]; ainsi, il se pourrait que l’on retrouve une similitude 

dans les niveaux d’expression des récepteurs de chimiokines, à savoir un niveau d’expression 

plus élevé de CX3CR1 chez nos HESN. Fait intéressant, les résultats de cytométrie en flux sur 

les monocytes des femmes béninoises nous ont permis de distinguer plusieurs sous-populations 

de monocytes, à différentes proportions (Fig. 4.4 A). Même si ces résultats sont préliminaires et 

que le marqueur CD16 est absent, on peut apercevoir une tendance à la hausse de la fréquence 

d’une sous-population que l’on pourrait qualifier de monocytes non classiques (low). À ce stade, 

nous ne pouvons pas attribuer la dominance d’une sous-population de monocytes à un groupe 

de femmes en particulier, c’est pour cela qu’une caractérisation phénotypique des monocytes 

circulants, chez les femmes béninoises, reste fortement nécessaire. 

En absence d’inflammation, les monocytes classiques retournent dans la moelle osseuse 

pour se différencier en monocytes non classiques [24]. Ces monocytes non classiques sont 

connus pour leur implication dans les réponses précoces à l’inflammation et dans la réparation 

des tissus. Des études faites chez la souris ont établi que leurs monocytes non classiques sont 

caractérisés, entre autres, par la faible expression de l’antigène lymphocytaire 6 C, Ly6C, à la 
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différence de leurs monocytes classiques qui expriment un taux élevé de Ly6C [24]. Le groupe 

de Hanna et al. a montré que les monocytes classiques, chez la souris, Ly6Chi déficients en 

NR4A1, molécule appartenant à la famille des récepteurs nucléaires orphelins (NR4A) ne se 

différenciaient pas en monocytes non classiques Ly6Clow [22]. D’autres études ont confirmé ces 

résultats [25, 26], suggérant ainsi que les monocytes non classiques de profil 

LyClowCCR2lowCX3CR1hi chez la souris dépendent du récepteur nucléaire NR4A1 pour leur 

survie et leur différenciation dans le sang et les tissus. Autre fait intéressant, le NR4A3, une 

autre molécule appartenant à la famille des récepteurs nucléaires orphelins (NR4A) participe à 

la régulation des molécules d’adhérence qui jouent un rôle essentiel dans la dérivation des 

MoDCs. Récemment, une étude réalisée chez la souris a exposé que l’absence de NR4A3 dans 

les monocytes altérait leur différenciation en MoDCs [27]. De plus, il semblerait que la 

transcription de NR4A3 soit induite lors de la différenciation des monocytes en MoDCs, 

tandis que celle de NR4A1 serait abrogée [28].  

Ces données sont encourageantes puisque, même si nous n’avons pas observé de 

différence dans la modulation de NR4A3 dans les monocytes des HESN par rapport aux autres 

groupes (données non présentées), nos résultats montrent des niveaux élevés de NR4A1 trouvés 

chez les HESN D704 et D722 (Fig. 4.4 A) et une altération du profil des MoDCs chez ces mêmes 

HESN, lors de leur différenciation à J6, comparativement aux Non-CSWs HIV-, non HESN- et 

CSWs+ HIV+ (Fig. 4.4 B). Fait intéressant, certaines études ont démontré qu’une régulation à la 

hausse de NR4A1 et l’absence de NR4A3 entraînent l’arrêt de la différenciation des monocytes 

en macrophages [27, 29], ce qui pourrait faire penser à une possible différenciation en 

macrophages chez les HESN au lieu des MoDCs. Toutefois, d’autres expériences restent à 

concevoir afin de vérifier l’implication des NR4A dans le processus de différenciation des 

MoDCs chez les HESN.   
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CHAPITRE V 

DISCUSSION 

 

Comprendre les mécanismes de contrôle du VIH-1 chez les personnes dites 

« résistantes » au virus est susceptible de fournir des informations cruciales pour les stratégies 

préventives et thérapeutiques actuelles.   

Nos précédents travaux (4, 5, 399), ainsi que d’autres études (3, 406-408), ont démontré 

que l’immunité naturelle contre le VIH-1 dans le TGF des HESN est associée à des niveaux 

inflammatoires bas, comparativement aux CSW infectées par le VIH-1 et aux Non-CSW non 

infectées par le VIH-1. Pour approfondir notre compréhension des mécanismes qui orchestrent 

ce faible profil inflammatoire et qui confèrent une protection contre le VIH-1, nous avons 

mesuré les niveaux d’expression de BLyS/BAFF et des cytokines dans la muqueuse vaginale 

des femmes béninoises. Par la suite, nous avons identifié et caractérisé le phénotype des cellules 

immunitaires génitales ayant un profil tolérogénique dans le TGF de ces femmes.  

 

5.1 Les cellules B innées dans l’immunité naturelle des HESN 

Comme il a été mentionné dans l’introduction, l’infection au VIH-1 s’accompagne 

généralement de dérégulations au sein du compartiment B, altérant ainsi la réponse humorale 

(403, 409). Jusqu’à présent, très peu d’études ont évalué le profil des cellules B et leur 

production d’anticorps dans le contexte de l’immunité naturelle contre le VIH-1. Une meilleure 

compréhension de la nature et de la manière dont les populations de lymphocytes B sont 

sollicitées pour lutter contre le VIH-1 semble importante pour la conception d’approches 

préventives.  

Le premier article présenté ici fait suite aux études effectuées dans le compartiment 

systémique des femmes de la cohorte béninoise, afin d’identifier les populations des cellules B 

innées et leur production en anticorps dans la muqueuse génitale des femmes HESN. 
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5.1.1 Les niveaux d’expression de BLyS/BAFF soluble et membranaire  

Nos précédentes études effectuées dans le compartiment systémique des femmes de la 

cohorte béninoise (Annexe 1) ont démontré que l’immunité naturelle au VIH-1 rencontrée chez 

les HESN peut impliquer des fréquences relativement élevées de cellules exprimant 

BLyS/BAFF, tout en préservant la régulation homéostatique de son niveau d’expression de 

surface cellulaire et de sa libération soluble. Alors, nous avons voulu savoir si nos observations 

dans le TGF seraient similaires ou différentes de celles trouvées dans le sang des HESN. 

Dans un premier temps, nous avons déterminé les niveaux de BLyS/BAFF soluble ainsi 

que la fréquence des cellules exprimant BLyS/BAFF dans la muqueuse vaginale des HESN 

comparativement aux CSWs+ HIV+ et aux Non-CSWs HIV-. Nous avons constaté que les HESN 

présentent de faibles niveaux de BLyS/BAFF soluble dans leur CVL comparativement aux 

CSWs+ HIV+ et aux Non-CSWs HIV- (Fig. 1, p. 79). Ces résultats concordent avec ceux trouvés 

dans le compartiment systémique (Annexe 1, Fig. 1, p. 228). En revanche, même si le taux de 

cellules exprimant BLyS/BAFF à leur surface est plus faible chez les HESN, le niveau 

d’expression de BLyS/BAFF par cellule se révèle être plus élevé chez les HESN par rapport aux 

deux autres groupes, CSWs+ HIV+ et aux Non-CSWs HIV- (Fig. 2, p. 81). Ces données sont à 

l’opposé de celles trouvées en périphérie (Annexe 1, Fig. 3, p. 232). Pris ensemble, ces résultats 

suggèrent donc que l’immunité naturelle au VIH-1 chez les HESN pourrait impliquer une 

régulation à la hausse de l’expression de BLyS/BAFF, tout en préservant la régulation 

homéostatique de sa libération soluble dans le TGF, afin de prévenir les effets délétères et les 

lésions au niveau de la muqueuse vaginale.  

En 2016, l’équipe de Richard Y. et al. a démontré in vitro que les pDCs exposées au 

VIH-1 régulent à la hausse l’expression de BLyS/BAFF à la surface des cellules qui l’exprime, 

sans pour autant libérer la molécule sous forme soluble (410). Des résultats similaires ont été 

rapportés dans les pDCs de souris (411) et dans les pDCs humains exposés au rotavirus (412). 

Cela soulève la possibilité que les faibles taux de BLyS/BAFF soluble mesurés dans le sérum 

et dans le CVL des HESN pourraient être liés à certains signaux, encore mal connus, qui 

empêcheraient ou diminueraient le clivage de BLyS/BAFF soluble chez ces femmes. Une telle 

régulation pourrait non seulement être limitée à la population cellulaire, mais également être 
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influencée par le statut inflammatoire de l’hôte. En ce sens, le profil inflammatoire bas décrit 

chez les HESN pourrait être lié à la modulation de la machinerie intracellulaire des cellules 

synthétisant BLyS/BAFF, menant à son expression et à sa libération. Bien évidemment, une 

étude plus approfondie sur la caractérisation des pDCs et les molécules de signalisation 

intervenant dans l’expression/surexpression de BLyS/BAFF dans les deux compartiments reste 

à réaliser, afin de valider ou infirmer cette hypothèse.  

Autre fait intéressant, l’équipe de He et al. a décrit une expression accrue de BLyS/BAFF 

par les monocytes en réponse à la gp120 recombinante se liant à des lectines de surface. Dans 

cette étude, ils ont montré que la gp120 soluble peut augmenter directement la production de 

BLyS/BAFF, par les monocytes, en se liant à certaines lectines, mais également en se fixant aux 

CD4, CXCR4 ou CCR5 (413). Il est possible que des particules solubles de la gp120 ou du 

VIH-1 puissent se lier directement aux monocytes et stimuler la production de BLyS/BAFF 

dans une certaine mesure. Toutefois, certaines études utilisant des cultures de monocytes 

appauvris en pDCs démontrent que les monocytes primaires humains répondent mal aux 

particules de VIH-1. De plus, la sécrétion de BLyS/BAFF par les monocytes classiques 

CD14++CD16- et intermédiaires CD14++CD16++ ne se produit qu’en réponse à l’IFN-I, induite 

par le virus (414). Ceci concorderait avec le profil de monocytes observés chez les CSWs+ HIV- 

(Fig. 4.4 A, p. 140). Mais, là encore, des études fonctionnelles sur les pDCs et les populations 

de monocytes de la cohorte béninoise, dans les deux compartiments, apparaissent nécessaires.  

Nous avons également pensé que les faibles niveaux de BLyS/BAFF soluble chez les 

HESN pouvaient être liés à certains polymorphismes génétiques. De ce fait, nous avons analysé 

les mutations des régions -871, -2841 et -2701 du promoteur BAFF associées à des taux 

plasmatiques de BLyS/BAFF élevés et à une susceptibilité à des maladies auto-immunes (415, 

416) dans notre cohorte du Bénin. Cependant, nous n’avons trouvé aucune association entre les 

mutations du promoteur BAFF, les taux de BLyS/BAFF dans le sang et dans le CVL, et 

l’infection par le VIH-1 (données non présentées). Un séquençage de la totalité du gène 

BLyS/BAFF reste à établir afin de détecter la présence de possibles mutations pouvant être liées 

à ces facteurs. 
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Les hauts niveaux de BLyS/BAFF soluble mesurés dans le surnageant du CVL et dans 

le sang des femmes CSWs+ HIV+, comparativement aux HESN, concordent avec ceux que nous 

avions précédemment observés dans la cohorte HARSAH, pour les progresseurs classiques et 

rapides infectés par le VIH-1 (403). Ces résultats peuvent s’expliquer par l’expression de 

facteurs directs et indirects associés au VIH-1. En effet, nos précédentes études ont démontré 

que Nef soluble peut moduler directement l’expression de BLyS/BAFF à la surface des cellules 

et son relargage par les MoDCs (417). De plus, d’autres études sur le VIH-ENV ont décrit une 

régulation positive de l’expression de BLyS/BAFF par les macrophages (413). Des éléments de 

translocation microbienne, tels que le LPS, sont également connus pour réguler à la hausse 

l’expression et la libération de BLyS/BAFF (417, 418).  

 

5.1.2 Les cellules B de la zone marginale du TGF des femmes béninoises 

BLyS/BAFF est très reconnu pour son rôle dans l’ontogenèse et la survie des cellules B, 

ainsi que dans leur sélection vers le pool de cellules B innées de la MZ (256, 272). Nous avions 

démontré que la surexpression de BLyS/BAFF dans le sang de progresseurs infectés par le 

VIH-1 coïncidait avec une hyperglobulinémie et une augmentation de la fréquence des cellules 

B innées de la MZ de type précurseur exprimant IL-10 (419). 

À la suite de cela, nous avons décidé d’évaluer les niveaux de BLyS/BAFF dans la 

muqueuse vaginale des HESN (section précédente), puis d’identifier et de caractériser une 

population génitale de cellules B innées appartenant à la MZ, de type CD1c+. De façon générale, 

on constate que les cellules prélevées au niveau de l’exocol des HESN présentent un 

pourcentage de cellules B MZ innées de type CD1c+ relativement plus faible comparativement 

aux CSWs+ HIV+ et aux Non-CSWs HIV- (Fig. 3 A, p. 83). Ces résultats concordent avec les 

faibles niveaux de BLyS/BAFF soluble mesurés dans le surnageant de CVL des HESN (Fig. 1, 

p. 79). Par ailleurs, en accord avec les résultats démontrés par l’équipe de Cerutti A. (256), nous 

observons que ces cellules B endocervicales de type CD1c+ de la MZ, se lient naturellement à 

la gp120 entièrement glycosylée avec des fréquences supérieures aux cellules B n’exprimant 

pas CD1c (Fig. 4, p. 85). Ces résultats suggèrent que les populations B innées de type CD1c+ 
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seraient capables de transférer le VIH-1 aux cellules cibles, mais également pourraient répondre 

efficacement et rapidement à travers la production d’anticorps reconnaissant les protéines de 

l’enveloppe virale.  

Étant donné leur emplacement dans les organes lymphoïdes et dans les structures 

associées aux muqueuses, les cellules B innées de type CD1c+ participent aux réponses 

immunitaires locales, visant à contrôler la microflore et les nombreux pathogènes ou, au 

contraire, à favoriser la progression de certaines espèces commensales. Ces cellules B de type 

CD1c+ répondent en générant des anticorps contre ces pathogènes envahisseurs afin d’éradiquer 

les potentielles infections bactériennes ou virales (256). Fait intéressant, il a été démontré que 

les cellules B MZ humaines sont capables de se lier naturellement à la gp120 entièrement 

glycosylée via leur BCR polyréactif et des lectines de surface. En présence de BLyS/BAFF, ces 

cellules B  MZ produisent des IgG et IgA polyréactifs, dont une fraction reconnaît la gp120 

(413). En accord avec ces observations, nous avons démontré que les cellules B innées de la MZ 

des femmes de la cohorte béninoise sont capables de se lier à la gp120 glycosylée.  

De plus, nous avons observé que les HESN présentent des fréquences relatives de 

cellules B totales CD19+ capables de se lier à la gp120 plus élevées que les autres groupes 

CSWs+ HIV+ et Non-CSWs HIV- (Fig. 4 A, p. 85). Il est possible que les récepteurs de la gp120 

chez les CSWs+ HIV+ soient saturés, d’où la capacité de liaison à la gp120 in vitro plus faible 

chez les CSWs+ HIV+ par rapport aux HESN. Concernant la fréquence des sous-populations des 

cellules B innées CD19+CD1c+ liant la gp120, nous n’avons pas observé de différences 

significatives entre les HESN et les deux autres groupes (Fig. 4 B, C et D, p. 85). Ces résultats 

peuvent laisser penser que d’autres sous-populations de cellules B génitales des HESN, autres 

que les CD1c+CD1a- et CD1c+CD1a+, ont une plus grande capacité de se lier à la gp120 que 

ceux des CSWs+ HIV+ et des Non-CSWs HIV-.  

En plus d’une exposition fréquente au VIH-1, la présence de cellules réservoirs locales 

du VIH-1 dans le TGF des HESN pourrait expliquer le maintien des populations B innées de 

première ligne chez les HESN; cependant, nous n’avons pas réussi à le déterminer à cause d’un 

faible nombre de cellules dans nos échantillons. De plus, il a été démontré que l’arrêt du travail 

du sexe conduit les HESN à une séroconversion lors de leur reprise de l’activité sexuelle, et ce, 

malgré des réponses spécifiques au VIH-1 préexistantes (420). Ces données suggèrent donc 
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qu’une exposition fréquente au VIH-1 est nécessaire pour maintenir les populations cellulaires 

innées de première ligne, et non mémoires, ainsi que leurs réponses protectrices rapides en 

anticorps dans la muqueuse génitale. Ces cellules innées pourraient être également maintenues 

à la suite d’un pool de cellules B réactives au microbiote ou d’une autre infection, réagissant 

ainsi de manière croisée avec le virus. 

 

5.1.3 Les immunoglobulines et isotypes dans le CVL des femmes béninoises 

Chez l’humain, les cellules B innées de la MZ sont capables de commutation de classe 

des Igs, principalement envers les IgG et les IgA. Elles expriment un répertoire BCR polyréactif, 

de faible affinité, prédiversifié et muté somatiquement (256). Ce BCR comprend le gène 

IGHV1-2 (421) et participe à la production d’anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs), 

comme le VRC01 (422). Toutefois, des taux élevés de BLyS/BAFF augmentent l’expansion, 

l’activation et le dérèglement de populations de cellules B innées, contribuant probablement à 

la surproduction d’anticorps polyréactifs de faible affinité et autoréactifs (423), au détriment des 

réponses en anticorps plus spécifiques contre le VIH-1. Bien que nous n’ayons pas trouvé de 

différence significative dans les fréquences de plasmoblastes/plasmocytes totaux, et pour ceux 

exprimant IgG à leur surface (Fig. 5, p. 86), les pourcentages relatifs totaux des ASC de profil 

CD138+CD1c+CD1a+IgG+ sont significativement plus élevés chez les CSWs+ HIV+ par rapport 

aux HESN. Nous n’avons pas pu déterminer si ces cellules étaient directement impliquées dans 

les niveaux élevés d’IgG1 et d’IgG3 totaux mesurés dans le surnageant de CVL des CSWs+ HIV+ 

comparés aux HESN (Fig. 5, p. 86), à cause d’un trop faible nombre de cellules viables à la suite 

du tri cellulaire. Ces résultats, associés à un excès de BLyS/BAFF soluble dans le CVL des 

CSWs+ HIV+, sont en accord avec l’hyperglobulinémie trouvée en périphérie chez les CSWs+ 

HIV+ de la cohorte, tout comme nous l’avions montré pour les progresseurs de la cohorte 

HARSAH (419).  

En ce qui a trait aux isotypes, nous avons observé que les IgG1 sont réactives à la gp41 

de l’enveloppe chez certaines HESN (Fig. 6 B, p. 898). De plus, la réactivité des IgG1 et des 

IgA1 avec la gp120 et la gp41 de l’enveloppe, ainsi que la reconnaissance de la gp41 par les 
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IgG2, IgG3, IgA2 et IgM ont été observées dans le surnageant de CVL pour la majorité des 

CSWs+ HIV+. Cependant, malgré les fréquences élevées de cellules B innées de type CD1c+ se 

liant à la gp120, aucuns isotypes se liant à la gp120 n’a été détecté dans le surnageant de CVL 

de HESN. Étant donné que la plupart des anticorps localisés dans les muqueuses interagissent 

avec la flore microbienne, la réactivité des IgG1 vis-à-vis de la gp41 détectée chez certaines 

femmes HESN pourrait provenir d’un pool de lymphocytes B réactifs avec le microbiote, 

probablement de première ligne (424, 425). Cependant, nous n’avons pas pu déterminer si les 

IgG1 qui se lient à la gp41 dans le CVL de HESN peuvent conférer un certain niveau de 

protection, toujours à cause de ce faible nombre de cellules dans nos échantillons. Il faut savoir 

que la plupart des immunoglobulines génitales qui sont présentes dans le mucus (426), a 

malheureusement été retiré avant la collecte de nos échantillons. Ceci pourrait expliquer en 

partie la faible détection des isotypes se liant à la gp120 ou la gp41 de l’enveloppe chez les 

HESN. Une autre explication serait que l’immunité naturelle n’est probablement pas associée 

aux activités de neutralisation ou d’ADCC médiées par la production d’IgG spécifiques du VIH-

1. En effet, une étude de notre laboratoire a démontré la présence des IgG anti-VIH-1 dans le 

sang et dans le CVL des CSWs+ HIV+ de notre cohorte, mais pas chez les HESN (352). 

Toutefois, des études de fonctionnalités des Igs au sein de la muqueuse vaginale des femmes 

HESN devraient être effectuées, si possible, afin de déterminer leurs caractéristiques et leurs 

fonctions spécifiques.  

Concernant les IgA totaux présents dans le surnageant du CVL, nous n’avons pas 

observé de différence entre les groupes (Fig. 5, p.86). Sans étonnement, nous n’avons pas pu 

détecter de réactivité importante pour les isotypes IgA1 et IgA2 avec gp120 ou gp41 dans le 

surnageant de CVL des HESN (Fig. 6, p.88).  Les études actuelles concernant la présence d’IgA 

spécifiques contre le VIH-1 dans le tractus génital de HESN sont assez contradictoires (396, 

427-429). Ces divergences entre les études pourraient être dues à la taille relativement réduite 

de l’échantillonnage ou aux différentes techniques utilisées pour détecter ces anticorps réactifs 

à l’enveloppe. Néanmoins, il se pourrait que les faibles taux d’IgA observés dans le CVL des 

HESN et l’absence de leur réactivité avec les glycoprotéines de l’enveloppe soient liés à la 

compétitivité avec la fonction des IgG dirigée contre le même épitope. En effet, Fouda G. et al., 

ont démontré que les IgG spécifiques à l’enveloppe du VIH-1 ont une meilleure capacité de 
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déclencher une activité ADCC uniquement lorsque les niveaux des IgA spécifiques au même 

épitope sont faibles (430). Là encore, d’autres études sur la fonctionnalité des IgA et IgG 

devraient être effectuées. 

Pour conclure, les faibles niveaux de BLyS/BAFF observés dans la muqueuse vaginale 

des HESN semblent permettre des réponses contrôlées de première ligne, contribuant à 

maintenir un profil inflammatoire bas et donc une immunité naturelle au VIH-1. Toutefois, nous 

ne pouvons pas conclure sur le rôle protecteur des cellules B innées liant la gp120 contre le 

VIH-1. Des études longitudinales et d’autres caractérisations phénotypiques et fonctionnelles 

sont nécessaires pour confirmer la nature exacte des cellules B innées CD1c+ génitales et de 

leurs réponses en anticorps.  

 

5.2 Les populations endocervicales immunorégulatrices dans l’immunité naturelle des 

HESN 

Pour approfondir notre compréhension sur les mécanismes qui orchestrent ce faible 

profil inflammatoire et confèrent une protection contre le VIH-1, nous avons comparé les 

cytokines inflammatoires et tolérogéniques dans le surnageant du CVL des femmes béninoises. 

Par la suite, nous avons décidé de caractériser le phénotype des cellules myéloïdes et des 

lymphocytes T CD4+ endocervicaux ainsi que leurs activités tolérogéniques au sein du TGF des 

HESN.  

 

5.2.1 Les molécules solubles dans le CVL des femmes béninoises 

Sans grande surprise, nous avons observé un faible taux de cytokines pro-

inflammatoires, à savoir TNF-α, RANTES, IL-17A, IL-22 et IFN-β, dans le surnageant du CVL 

des HESN par rapport aux CSWs+ HIV+ (Fig. 1, p. 117). Ces résultats corroborent ceux de 

plusieurs études effectuées sur d’autres cohortes de HESN (3-5, 399, 406, 408) montrant ainsi 

qu’une faible production de cytokines pro-inflammatoires dans les muqueuses génitales des 

HESN reflète probablement la résistance à l’infection par le VIH-1 et un contrôle de la maladie 
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au site initial d’exposition. Néanmoins, les HESN présentent des niveaux plus élevés d’IL-10 et 

de HLA-G soluble par rapport aux Non-CSWs HIV-, suggérant qu’une augmentation modérée 

d’IL-10 peut être bénéfique et favoriser un microenvironnement immunorégulateur. En effet, le 

maintien d’un milieu régulateur par le biais d’IL-10 empêche l’établissement d’une infection 

par le VIH-1, en réduisant la disponibilité des cellules cibles (431). Cependant, les taux d’IL-10 

sont souvent élevés dans le contexte du VIH-1, comme nos résultats le démontrent pour les 

CSWs+ HIV+. De ce fait, un excès d’IL-10 pourrait entraver l’éradication virale (298), 

en maintenant une activation et une dérégulation cellulaire chronique. Ceci entraînerait un 

déséquilibre entre les cellules régulatrices et les cellules effectrices (432, 433), associés à la 

progression de l’infection (179, 434).  

Nous avons également observé des niveaux plus élevés d’IFN-α dans le surnageant du 

CVL des HESN par rapport aux CSWs+ HIV+ et aux Non-CSWs HIV-, ce qui pourrait être 

essentiel pour maintenir l’homéostasie immunitaire antivirale des facteurs de restriction dans 

les cellules au site d’entrée du virus. Les interférons de type I sont indispensables pour protéger 

l’hôte contre les virus; toutefois, lors d’inflammation chronique, ils deviennent délétères et 

augmentent les niveaux de BLyS/BAFF. Dans le contexte d’une infection par le VIH-1, les 

IFN-I favorisent les réponses inflammatoires via les TLRs 7/8 (343, 435) et régulent à la hausse 

l’expression des ISG, qui se sont révélé interférer avec plusieurs virus à différents stades du 

cycle réplicatif (317, 436). En effet, des études réalisées chez les macaques rhésus ont démontré 

que le blocage du récepteur de l’IFN-I entraîne une réduction de l’expression des gènes 

antiviraux, une augmentation de la taille du réservoir de SIV et une déplétion accélérée des 

LT-CD4+ aboutissant à la phase SIDA (437). De plus, les IFN-I sont capables de réguler 

l’activité antivirale de SAMHD1 in vitro, en activant l’inhibiteur de cycline dépendante des 

kinases, CDK, réduisant ainsi la phosphorylation de SAMDH1 sur la thréonine 592 (438, 439). 

Les niveaux élevés d’IFN que nous avons observé dans le CVL des Non-CSWs HIV- pourraient 

laisser penser que ces femmes appartenant à la population générale ont été exposées à certains 

facteurs microbiens, ou bien ont vécu des conditions inflammatoires/infectieuses autres que le 

VIH-1, favorisant la production d’IFN. 

Donc, les niveaux d’IFN-α et d’IL-10 mesurés dans les CVL des HESN favoriseraient à 

la fois une réponse antivirale puissante et un environnement immunorégulateur.  
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5.2.2 Les populations endocervicales tolérogéniques/régulatrices chez les HESN 

Dans les populations endocervicales des HESN, nous avons observé que les cellules 

myéloïdes HLA-DR+ expriment de hauts niveaux d’expression de TLR-7, IFN-α, IL-10 et 

HLA-G par rapport aux deux autres groupes (Fig. 3, p. 121). Ces résultats confirment les 

niveaux élevés d’IFN-α et d’IL-10 que nous avons mesurés dans le surnageant du CVL des 

HESN, soutenant le puissant profil antiviral et immunorégulateur des HESN. Toutefois, à 

l’inverse des cellules myéloïdes, les cellules épithéliales des HESN ont exprimé de faibles 

niveaux d’expression de TLR7, IFN-α, IL-10 et HLA-G par rapport aux CSWs+ HIV+ (Fig. 2, 

p. 119). Des analyses supplémentaires devront suivre afin de déterminer si les niveaux d’IFN-α 

mesurés dans les CVL des HESN correspondent à des mécanismes de relargage/production par 

les cellules épithéliales.  

Nous avons remarqué que certaines cellules myéloïdes HLA-DR+ exprimaient CD11c et 

CD14. Ces cellules de profil HLA-DR+CD11c+CD14+ exprimant également HLA-G, ILT4, 

IFN-α et IL-10 étaient plus élevées chez les HESN par rapport aux CSW+HIV+ (Fig. 4, p. 123). 

Ces résultats rappellent le profil tolérogénique des DCs décrit par l’équipe de S. Gregori (440, 

441). Ils ont démontré que cette sous-population de DCs « tolérogéniques », encore appelée 

« DC-10 », est capable de sécréter de grandes quantités d’IL-10 en plus d’exprimer des taux 

élevés de HLA-G et d’ILT-4, induisant ainsi des cellules Tr1 (442). De plus, l’IL-10 étant l’une 

des cytokines clés induisant l’expression de HLA-G sur les cellules myéloïdes (308), 

l’engagement de ce dernier sur ILT-2, ILT-3 et ILT-4 inhibe la régulation des molécules 

costimulatrices, favorisant ainsi l’induction des Tregs (443, 444) (Fig. 1.8). En effet, Liang S. et 

ses collègues ont montré que l’interaction HLA-G/ILT4 induit le recrutement des phosphatases 

SHP-1 et SHP-2, améliorant de cette façon l’activation des facteurs de transcriptions NF-κB et 

STAT3, ce qui diminue le niveau d’expression des molécules du CMH-II et atténue l’activation 

des lymphocytes T effecteurs (445).  

De plus, des études in vitro ont démontré que les monocytes traités avec de l’IL-10 ou 

de l’IFN-α sont capables de se différencier en MoDCs tolérogéniques régulant à la hausse ILT-

3 et ILT-4, ce qui entraîne la différenciation des cellules Tr1 (443, 444). Fait intéressant, nous 

avons identifié des fréquences élevées de cellules Tregs dans l’exocol des HESN par rapport aux 
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deux groupes de femmes béninoises (Fig. 5, p. 125). Des résultats similaires observés dans le 

sang des HESN de la cohorte au Kenya (446) ont également été montrés. Par rapport aux CSWs+ 

HIV+ et aux Non-CSWs HIV-, l’expression significativement élevée de PD-1 observée sur les 

Tregs et les Tr1 de nos HESN pourraient traduire une activité homéostasique, participant 

au maintien des cellules Tregs et de leur activité suppressive. Francisco L.M et al. ont établi que 

l’interaction PD-1/PD-L1 est capable de stabiliser et de maintenir la fonction des Tregs en 

périphérie (447), similaire aux effets rapportés pour TGF-β (448, 449). De plus, cette interaction 

joue un rôle essentiel dans l’induction des Tregs, via la régulation négative des voies de 

signalisation AKT/mTOR (447). Ils ont également constaté que cette interaction PD-1/PD-L1 

peut médier l’induction des cellules Tregs en modulant l’activité ERK2 et, par conséquent, la 

cascade de signalisation des MAP kinases. D’autres travaux ont confirmé le rôle de l’inhibition 

de ces voies de signalisation dans le développement des Tregs (450-453). 

D’autre part, des études ont observé que l’induction de PD-1 joue un rôle majeur dans la 

reprogrammation métabolique des lymphocytes T activés (454). En effet, le métabolisme du 

glucose implique la voie de la glycolyse permettant la conversion du glucose en pyruvate et 

produisant de faibles taux d’ATP, et la voie de la phosphorylation oxydative, OXPHOS, capable 

également de produire de l’ATP, mais de façon beaucoup plus importante. Ces deux voies 

métaboliques sont donc toutes les deux nécessaires au maintien de la croissance, de la 

prolifération et de la différenciation des lymphocytes T effecteurs (455). Ainsi, cette 

reprogrammation métabolique empêche l’engagement des cellules T dans la glycolyse à la suite 

de l’inhibition de l’expression des récepteurs et des enzymes impliquées dans l’absorption et le 

métabolisme du glucose. Cependant, cette reprogrammation métabolique favorise 

l’augmentation de l’enzyme régulatrice de la voie métabolique de l’oxydation des acides gras, 

la carnitine palmitoyl transférase, ce qui entraîne l’augmentation du taux d’oxydation des acides 

gras et l’utilisation de la voie OXPHOS dans la cellule, permettant ainsi la génération de Tregs 

(419, 454).  

Nous avons également observé que ces cellules myéloïdes tolérogéniques de profil HLA-

DR+CD11c+CD14+ expriment des niveaux élevés de l’intégrine CD103 (données non 

présentées), ce qui pourrait correspondre à leur fonction de « gardien » dans le maintien de la 

tolérance et de l’homéostasie tissulaire des muqueuses. En effet, suite à la capture du pathogène, 
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il a été trouvé dans la muqueuse intestinale que ces DCs HLA-DR+CD11c+CD14+DC103+ 

migrent vers les tissus lymphoïdes résidents, induisant la différenciation des LT-CD4+ en Tregs 

(218, 233, 238, 239). Il est donc possible que la grande majorité des cellules myéloïdes HLA-

DR+CD11c+CD14+IFN-α+IL-10+ des HESN exprime principalement CD103 et HLA-G, jouant 

un rôle similaire dans leur TGF. En revanche, la majorité des cellules myéloïdes HLA-

DR+CD11c-CD14-IFN-α+IL-10+ observées dans l’exocol des CSWs+ HIV+, expriment des 

niveaux inférieurs de CD103 et de HLA-G à leur surface. Ces données suggèrent un phénotype 

plus actif que les cellules myéloïdes de type CD103+. Contrairement aux DCs CD103+, les DCs 

CD103- ont un phénotype plus immunogène à l’état d’équilibre (198) mais également dans un 

contexte inflammatoire (456), ce qui induit la différenciation des cellules T effectrices, 

productrices d’IFN-γ et d’IL-17 (432). Ainsi, il se pourrait que les cellules myéloïdes retrouvées 

dans la muqueuse génitale des femmes séropositives contribuent au maintien du milieu 

inflammatoire, augmentant ainsi le risque de progression de l’infection par le VIH-1 au site 

d’exposition. 

Pour conclure, nous ne pouvons pas déterminer si la fréquence augmentée des cellules 

myéloïdes tolérogéniques et des Tregs identifiées dans le TGF des HESN participe à la protection 

du VIH-1. En revanche, les niveaux d’IFN-α et d’IL-10 mesurés dans les CVL HESN favorisent 

probablement des conditions immunorégulatrices et une réponse antivirale contribuant à 

l’immunité naturelle des HESN. 

 

5.3 Les DCs tolérogéniques des HESN sont-elles induites à la suite d’un phénotype 

différentiel de monocytes ? 

 

Les DCs sont l’une des premières cellules à rencontrer le VIH-1 dans le tractus génital 

et contribuent à maintenir un équilibre homéostatique entre la tolérance et l’inflammation (457). 

Elles jouent un rôle majeur dans l’orchestration des réponses immunitaires en détectant des 

pathogènes via les TLRs (7, 458) et en produisant des cytokines immunorégulatrices. Par la 

suite, ces DCs migrent vers les organes lymphoïdes secondaires régulant ainsi les réponses des 

cellules B et T (459). Au sein du TGF des HESN, nous avons identifié une population 
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endocervicale de DCs exprimant des niveaux élevés de molécules immunorégulatrices (IL-10, 

HLA-G, ILT4) et antivirales (IFN-α), mais également des fréquences élevées de cellules T 

régulatrices, participant toutes deux à la prévention d’une activation immunitaire excessive. En 

accord avec ces résultats, nous avons également démontré que de faibles concentrations de 

BLyS/BAFF soluble pourraient contribuer au maintien d’un faible profil inflammatoire, et donc 

favoriser l’intégrité de la barrière muqueuse des HESN.  

À la suite de ces données, nous avons décidé d’étudier le rôle des DCs endocervicales 

afin de déterminer leurs capacités à induire un signal dépendant des TLRs, régulant ainsi 

l’expression de cytokines spécifiques, notamment l’IFN-α, dans le TGF des HESN. Étant donné 

le faible pourcentage de DCs dans les échantillons génitaux des femmes de la cohorte, nous 

avons choisi d’utiliser des MoDCs. Ces cellules sont utilisées pour des études à plus grande 

échelle et sont connues comme étant phénotypiquement et fonctionnellement semblables aux 

DCs (186). Étonnamment, nous avons constaté que la différenciation des MoDCs était altérée 

chez les HESN à la différence des autres groupes, qui eux, se différenciaient (Fig. 4.4 B, p. 140).  

Pour mieux comprendre le mécanisme de non-différenciation des monocytes en DCs 

chez les HESN, nous avons décidé de caractériser le phénotype et le transcriptome des 

monocytes circulants des femmes de la cohorte. Les premiers résultats obtenus nous ont permis 

d’observer une grande variabilité transcriptomique dans les monocytes des HESN, ceci, plus 

particulièrement pour celles qui avaient à la fois un nombre élevé d’années de prostitution et de 

clients (Fig. 4.2, p. 137). Nous avons également constaté un niveau d’expression élevé des gènes 

codant pour MIP-1α et MIP-1β chez les HESN ayant un grand nombre d’années de prostitution 

et de clients comparativement aux trois autres groupes (Fig. 4.3 A et B, p. 138). Ces résultats 

sont conformes à ce que nous avions démontré précédemment, à savoir une augmentation de 

MIP-1α et MIP-1β dans le compartiment périphérique des HESN de notre cohorte, suggérant 

alors une migration des cellules immunitaires, après stimulation, vers leur TGF (4). Fait 

intéressant, des études in vitro ont montré la capacité de PBMCs provenant de HESN à exprimer 

des fréquences plus élevées des β-chimiokines après stimulation, comparativement aux 

personnes infectées par le VIH-1 (400). D’autre part, l’équipe de Winkler C. et al. a démontré 

que MIP-1α est associée à trois polymorphismes localisés dans le gène CCL3 (ss46566437, 

ss46566439 et ss46566438), conférant de ce fait une protection face au VIH-1 chez les 



 

159 

personnes afro-américaines (460). CCL3L1 étant l’une des isoformes de MIP-α est un puissant 

agoniste de CCR5. Le niveau de CCL3L1 est principalement déterminé par le nombre de copies 

du gène que possède un individu et peut varier de 2 à 10 copies. Néanmoins, il semblerait qu’une 

diminution du nombre de copies en dessous de la moyenne de la population pourrait augmenter 

de façon importante le risque d’infection au VIH-1 (461). Concernant MIP-1β qui est codé par 

les gènes CCL4 et CCL4L1, deux polymorphismes (L1 et L2) ont été décrits. Ainsi, 

comparativement aux personnes séronégatives, les personnes séropositives ont une fréquence 

plus élevée de L2, suggérant un rôle dans la susceptibilité à l’infection par le VIH-1 (462). Étant 

donné que les chimiokines décrites ci-dessus sont les ligands principaux de CCR5, une 

stimulation récurrente de ces molécules chez les HESN (due aux nombres élevés de clients et 

d’années de travail du sexe) pourrait participer à l’élaboration d’une meilleure réponse, 

favorisant ainsi une immunité naturelle face au VIH-1 (4, 399).  

La famille des récepteurs nucléaires NR4A se compose de trois protéines hautement 

homologues NR4A1 (Nurr77/TR3/NGFI-B), NR4A2 (Nurr1/ NOT/TINUR) et NR4A3 (NOR-

1/TEC/MINOR). Ces protéines peuvent être induites simultanément par des stimuli similaires 

et, pour l’instant, l’existence de ligands correspondants reste contestée. Les membres de la 

famille NR4A peuvent être induits par divers stimuli comme les cytokines inflammatoires, les 

médiateurs lipidiques, le calcium et les hormones dans divers tissus et cellules (463, 464). Ces 

récepteurs nucléaires fonctionnent comme des facteurs de transcription et plusieurs rôles dans 

la lignée myéloïde leur ont été suggérés. Chacun possède sa propre fonction non redondante. Par 

exemple, NR4A1 joue un rôle sélectif dans le développement des monocytes qui ne peut pas 

être compensé par NR4A2 ou NR4A3 (465). De cette façon, NR4A1 s’est révélé contrôler la 

génération du sous-ensemble de monocytes Ly6Clow et de certaines fonctions de macrophages 

chez la souris (465-468). La caractérisation phénotypique spécifique pour déterminer les 

différents sous-ensembles de monocytes dans notre cohorte reste à faire; néanmoins, ce profil 

de monocytes Ly6Clow chez la souris ou de son équivalent en monocytes non classiques chez 

l’humain semble être plus important chez les HESN par rapport aux CSWs+ HIV+, aux non 

HESN et aux Non-CSWs HIV- (Fig. 4.4 A, p. 140). Ces données concordent avec les niveaux 

élevés de NR4A1 observés chez ces mêmes HESN par rapport aux autres groupes (Fig. 4.3 D, 
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p. 138), suggérant que les monocytes non classiques dépendent de NR4A1 pour leur survie et 

leur différenciation dans le sang et les tissus.  

Il a été démontré que NR4A1 et NR4A3 fonctionnent de façon opposée. En effet, la 

transcription de NR4A1 est inhibée lors de la différenciation des MoDCs, alors que celle de 

NR4A3 ne l’est pas (469). Ceci concorde avec nos résultats ne montrant ni de régulation de 

NR4A3 (données non présentées) ni de différenciation des MoDCs chez les HESN (Fig. 4.4 B, 

p. 140). Ainsi, NR4A3 semble nécessaire pour la génération de MoDCs, en présence de GM-

CSF et IL-4 in vitro et, en son absence, les monocytes se différencient en macrophages (470). 

De plus, en absence d’infection, les monocytes classiques migrent dans la moelle osseuse afin 

de se différencier en monocytes non classiques (217). En accord avec le profil inflammatoire 

bas observé chez les HESN précédemment décrits, ces données pourraient expliquer la possible 

augmentation de monocytes non classiques observés chez les HESN. Toutefois des expériences 

sur la caractérisation phénotypique des monocytes s’avèrent nécessaires. 

Concernant les DCs HLA-DR+CD14+CD11c+ exprimant IFN-α+, IL-10+ et CD103+ qui 

ont été identifiées au sein de l’exocol des HESN, il se pourrait que ces cellules puissent générer 

un microenvironnement tolérogénique/régulateur. Même si le rôle spécifique de NR4A3 dans 

les monocytes n’a pas encore été étudié de façon précise, ce n’est que récemment qu’un rôle a 

été attribué au NR4A3 dans la migration des DCs (471). En 2016, le groupe de Hedrick et al. a 

démontré in vivo que l’expression élevée de NR4A3 dans les mDCs CD103+ par rapport aux 

DCs CD103- est essentielle pour leur fonction migratoire vers les organes lymphoïdes 

secondaires, mais pas pour leur développement à partir de précurseurs provenant de la moelle 

osseuse ou du sang (471). Ces données suggèrent donc que NR4A3 pourrait jouer un rôle dans 

le profil tolérogénique de ces cellules myéloïdes HLA-DR+CD14+CD11c+, induisant par la suite 

la différenciation des cellules Tregs/Tr1 et des cellules B innées de la MZ potentiellement « Bregs », 

identifiés dans le TGF des HESN. 

Basé sur ces observations préliminaires, notre modèle illustré à la figure 5.1 suggère les 

possibles rôles des membres de la famille du facteur de transcription NR4A dans la modulation 

des MoDCs tolérogéniques, maintenant un microenvironnement tolérogénique/régulateur chez 

les HESN.   
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Figure 5.1. Microenvironnement tolérogénique retrouvé dans la muqueuse génitale des 
HESN. 
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Le phénotype différentiel des monocytes sanguins retrouvés chez les HESN pourrait être 

régulé par les récepteurs nucléaires NR4A mais également être impliqué dans la génération de 

MoDCs tolérogéniques. Ces cellules tolérogéniques, en plus des Tregs et éventuellement des 

Bregs, contribueraient à un milieu faiblement inflammatoire dans le TGF entrainant des réponses 

équilibrées des populations effectrices. Parallèlement, le faible niveau de BLyS/BAFF soluble 

pourrait entrainer la mise en place des réponses contrôlées des cellules B MZ de première ligne. 

Cette réponse favoriserait la sécrétion d’IgG et/ou d’IgA dans la muqueuse vaginale capables 

de se lier à l’enveloppe du VIH-1. Ainsi, l’immunité naturelle des HESN impliquerait 

l’orchestration de réponses immunitaires innées, afin de maintenir l’homéostasie de la 

muqueuse génitale et d’empêcher une invasion virale au niveau systémique. 

 

5.4 Implications thérapeutiques 

La compréhension des mécanismes de protection contre l’infection par le VIH-1 mis en 

place par les HESN peut aider à concevoir des stratégies de traitement, tant au niveau des 

muqueuses et qu’en périphérie. 

 

5.4.1 Ciblage de BLyS/BAFF soluble 

Comme mentionné dans le chapitre II, les faibles niveaux de BLyS/BAFF observés dans 

la muqueuse vaginale des HESN permettraient d’établir des réponses contrôlées de première 

ligne au sein des cellules B innées de la MZ, contribuant de cette façon à l’immunité naturelle 

au VIH-1. En effet, la surexpression de BLyS/BAFF conduit à la dérégulation des cellules B et 

à une hyperglobulinémie chez les personnes infectées par le VIH-1 (179). 

Semblable à ce que nous retrouvons dans le contexte d’une infection au VIH-1, les 

niveaux élevés de BLyS/BAFF soluble et des populations B innées précurseurs appartenant à la 

MZ, sont retrouvés dans le contexte de plusieurs maladies auto-immunes, d’infections 

chroniques inflammatoires et de certains cancers. Plusieurs études effectuées chez les personnes 
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atteintes du lupus érythémateux disséminé ont rapporté qu’un traitement avec le belimumab, 

anticorps monoclonal qui inhibe BLyS/BAFF soluble, réduit l’activité de la maladie et le 

nombre de poussées (472-475). Les mécanismes d’action du belimumab dans le lupus 

érythémateux disséminé ne semblent pas être basés sur la déplétion des cellules B, mais sur la 

liaison entre BLyS/BAFF et ses trois récepteurs BCMA, TACI et BR3, entraînant la réduction 

des autoanticorps. De plus, ce traitement n’affecte pas les réponses des anticorps à la suite 

d’immunisations antigrippales contre le pneumocoque, le tétanos ou la grippe, ce qui est 

compatible avec la préservation du compartiment mémoire des lymphocytes B (475, 476). Par 

conséquent, dans le cadre de l’infection au VIH-1, un traitement ciblant le blocage de 

BLyS/BAFF pourrait réduire de façon significative le taux accru d’inflammation et la 

production excessive d’immunoglobulines chez les personnes infectées. 

 

5.4.2 Les immunoglobulines réactives à l’enveloppe virale 

L’induction de bNAbs est un objectif principal de la vaccination (477); toutefois, 

certaines études réalisées chez les macaques rhésus traités passivement avec les bNAbs ont 

montré la persistance de certains foyers viraux précoces dans leur muqueuse vaginale (425, 478, 

479). L’essai du vaccin RV144 a démontré que la protection contre le VIH-1, significative de 

31 %, n’était pas associée à la présence d’anticorps neutralisants, mais plutôt à une activité 

ADCC. Cela suggère que des anticorps non bNAbs médiant l’ADCC peuvent assurer une 

certaine protection contre le VIH-1 (480). Il convient de noter que les non-bNAbs et les bNAbs 

présentent une liaison différentielle aux trimères solubles, aux protéines Env non clivées et aux 

sous-unités monomériques de l’enveloppe du VIH-1 (481). Les épitopes ciblés des non 

bNAbs peuvent se lier à la boucle V3 de la gp120 et au domaine immunodominant de la gp41 

(482, 483). Ainsi, la réactivité des IgG1 se liant à la gp41 observée dans les muqueuses vaginales 

des HESN béninoises est un bon indice quant à leur niveau de protection face au VIH-1. Ces 

données suscitent l’approfondissement des recherches sur l’action simultanée des non-bNAbs 

et des bNAbs à des fins vaccinales ou de microbicides capables de solliciter l’activité des 

cellules B innées CD1c+ qui lient gp120 dans le TGF. 
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5.4.3 Cellules myéloïdes tolérogéniques 

Nous avons identifié une fréquence élevée de cellules myéloïdes HLA-

DR+CD103+CD14+CD11c+ chez les HESN qui seraient associées à un profil tolérogénique 

(chapitre III). Cette sous population pourrait provenir des DCs dérivées de monocytes (MoDCs). 

Exploiter ces cellules pour prévenir l’infection par le VIH-1 serait considéré comme une 

stratégie clé. En effet, jouant un rôle essentiel dans les réponses innées, ces MoDCs 

tolérogéniques pourraient permettre de maintenir un environnement tolérogénique/régulateur 

afin de réduire le nombre de cellules cibles au site initial de l’infection.  

Dans l’infection du VIH-1, les DCs de l’hôte sont altérées ce qui entraîne une mauvaise 

maturation cellulaire et l’altération de la réponse immunitaire antivirale. L’immunothérapie 

cellulaire consiste à administrer à l’hôte, des MoDCs tolérogéniques préalablement sensibilisées 

aux particules d’ARN virales in vitro. Ce traitement entraîne une meilleure réponse immunitaire, 

ciblée et spécifique, améliorant ainsi la réponse anti-VIH-1. Toutefois, les taux de réussite des 

tests cliniques n’ont pas été atteints, à cause de l’altération des monocytes et des DCs des 

patients infectés (484). Cela suggère que d’autres facteurs, en plus de l’état clinique du patient, 

peuvent interférer avec la technique de dérivation des monocytes en DCs et de leur stimulation 

spécifique. D’autres approches plus récentes ont proposé une stratégie utilisant les MoDCs 

stimulés pour réactiver les réservoirs du VIH-1, avec un puissant médicament antirétroviral, ce 

qui est prometteur pour la découverte d’un traitement antiviral (485, 486). 

Autre point intéressant, les résultats préliminaires présentés dans le chapitre IV semblent 

indiquer que les membres de NR4A pourraient influencer la différenciation des monocytes en 

différents sous-types et en MoDCs. Les résultats préliminaires de notre laboratoire démontrent 

une diminution importante de l’expression des NR4A au sein des cellules B innées de la MZ 

chez les patients infectés par le VIH-1, possiblement à cause des niveaux élevés de BLyS/BAFF. 

Ainsi, la capacité unique des récepteurs nucléaires NR4A à réguler la génération des Tregs (246) 

et potentiellement des Bregs (300), en fait des cibles attrayantes pour le traitement du VIH-1.   
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

 

Les travaux présentés dans cette étude avaient pour objectif de caractériser les cellules 

immunitaires observées dans le TGF, qui sont impliquées dans l’immunité naturelle des HESN.  

Dans un premier temps, nous avons montré que le maintien de faibles niveaux de 

BLyS/BAFF chez les HESN, par rapport aux femmes séropositives, semble être associé à une 

immunité naturelle contre le VIH-1. De plus, l’identification de cellules B innées 

endocervicales, potentiellement « Bregs », capables de se lier naturellement à la gp120 

entièrement glycosylée, rend ces cellules de première ligne particulièrement intéressantes; elles 

pourraient être exploitées pour l’élaboration de microbicides ou de stratégies vaccinales, au sein 

des muqueuses vaginales. 

Dans un deuxième temps, nous avons mesuré une forte réponse antivirale, IFN-α, dans 

le CVL des HESN par rapport aux personnes infectées par le VIH-1. Cela suggère que 

l’immunité naturelle contre le VIH-1 est associée à de fortes réponses antivirales, mais 

contrôlées. Parallèlement, l’identification des DCs tolérogéniques et des Tregs/Tr1 présentes dans 

le col utérin des HESN, suggèrent la participation de ces cellules dans le contrôle et le maintien 

des faibles conditions inflammatoires au site initial d’exposition.  

Face à la non-différenciation des MoDCs chez les HESN, nous avons voulu connaitre le 

rôle et l’impact des monocytes sur la différenciation des MoDCs. Les résultats préliminaires 

nous ont permis de constater que l’expression des récepteurs nucléaires NR4A1 dans les 

monocytes des HESN pourrait être impliquée dans la modulation des populations 

immunorégulatrices retrouvées chez les HESN. 

Le déroulement des évènements moléculaires et cellulaires qui prennent place à la suite 

de l’exposition au VIH-1 jusqu’à l’établissement de l’infection n’est pas encore très clair. 

Toutefois, la présente étude nous a permis d’améliorer notre compréhension sur les mécanismes 

de protection contre l’infection par le VIH-1 mis en place par les HESN de la cohorte béninoise. 

Ceci pourrait aider à concevoir des stratégies vaccinales et thérapeutiques visant à moduler les 

affections inflammatoires au sein du TGF, afin d’établir une défense rapide et de première ligne 

contre le VIH-1, au sein de la muqueuse génitale. 
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PERSPECTIVES 

 

Premièrement, une évaluation des possibles rôles des récepteurs nucléaires NR4A 

dans la modulation de la réponse immunorégulatrice chez les HESN serait à envisager. En 

effet, les résultats préliminaires obtenus dans le chapitre IV nous ont permis de constater que 

les récepteurs nucléaires NR4A1/3 ont un impact sur la différenciation des sous-ensembles de 

monocytes et sur la différenciation des MoDCs. Ainsi, il serait intéressant de caractériser 

phénotypiquement les sous-types de monocytes en vue de déterminer la dominance des sous-

populations qui existent dans chaque groupe de femmes. Aussi, une évaluation des niveaux 

d’expression de NR4A1,2,3 pour chaque sous-ensemble de monocytes serait à envisager. 

Deuxièmement, l’identification et la caractérisation de la fonction des cellules B 

CD1c+ de type MZ des HESN ayant un potentiel profil « Bregs » seraient à évaluer. Les 

résultats présentés au chapitre II ont montré l’identification de cellules B innées de type CD1c+ 

dans le TGF des HESN, ainsi que la présence d’isotypes mucosaux capables d’interagir avec 

l’enveloppe virale. Parallèlement, notre laboratoire a montré que les cellules B de la MZ 

provenant de patients sains, ont un potentiel Bregs, notamment par l’expression de gènes NR4A 

et la co-expression de CD39, CD73, et CD83 (300). Pour faire suite à la caractérisation des 

cellules B innées présentes dans la muqueuse utérine des HESN, il serait intéressant d’étudier 

le statut de différenciation, la capacité de fonction régulatrice et le profil d’expression 

transcriptionnelle des cellules B innées de type CD1c+, afin d’examiner le rôle de ces cellules 

dans la protection du VIH-1. Par la suite, l’étude de la spécificité de chaque isotype localisé 

dans la muqueuse génitale et de leur capacité de lier les protéines de l’enveloppe virale chez les 

HESN sera nécessaire pour déterminer leur rôle dans l’immunité naturelle au VIH-1.  

Pour terminer, la caractérisation du phénotype et du transcriptome des cellules NK 

localisées dans la circulation sanguine et dans la muqueuse génitale des HESN serait à 

considérer. Les cellules NK représentent une composante essentielle de la réponse immunitaire 

innée de l’hôte contre les infections virales. De plus en plus de données scientifiques 

reconnaissent le rôle important de ces cellules dans toutes les phases de l’infection par le VIH-

1 (487-489). Il a été démontré que les cellules NK humaines sont capables d’induire la 
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maturation des DCs via la sécrétion du TNF-α et de l’IFN-γ. Inversement, les DCs sont capables 

d’activer les cellules NK, à la fois in vitro et in vivo, par la sécrétion de l’IL-15 (490, 491). 

Plusieurs études ont abordé le rôle des allèles du CMH-I et de leurs ligands KIR (Killer-cell 

Immunoglobulin-like Receptor) associés à la résistance à l’infection par le VIH-1 et à la 

progression de la maladie (492-494). De plus, la modulation fonctionnelle des réponses des 

cellules NK, leur activation et leur dégranulation ont été corrélées avec la résistance à l’infection 

par le VIH-1 dans plusieurs cohortes indépendantes d’individus HESN (495). Il serait donc 

intéressant de caractériser le profil phénotypique et transcriptomique des cellules NK présentes 

dans la muqueuse génitale des HESN. Par la suite, l’étude de leur interaction avec les DCs et 

les cellules B innées de la MZ dans le TGF des HESN serait à envisager, afin de déterminer si 

les cellules NK sont impliquées dans la médiation d’un profil tolérogénique des HESN. 
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LIMITES DE L’ÉTUDE 

 

Une des faiblesses de cette étude est le nombre restreint de cellules par échantillon. 

En effet, l’acquisition de PBMCs a été effectuée à partir de 7 ml de sang maximum, ce qui 

diminue de beaucoup la quantité finale de leucocytes récoltés. Il n’a pas été possible 

d’obtenir le nombre de PBMCs généralement fournis par tube, soit 50 x 106 cellules, car 

ceci aurait nécessité un volume de sang supérieur à 10 ml, et les croyances de la région à 

propos de la sorcellerie ou autres y sont très fortes. À cet égard, l’obtention de deux tubes 

de PBMCs correspond à une visite/femme. Pour un tube de PBMCs décongelé, le nombre 

de cellules vivantes varie entre 0,3 x 106 – 4 x 106 cellules. Concernant les cellules 

vaginales, un tube de cellules endocervicales ou de CVL correspond à une visite/femme, 

le nombre de cellules vivantes par tube ne dépassant pas les 0,3 x 106 cellules. De plus, le 

TGF étant un site effecteur, les cellules restent très sensibles à la congélation/ 

décongélation, augmentant le niveau de difficulté pour l’isolement et l’analyse de certaines 

populations (ou sous-populations) pour des études fonctionnelles et du transcriptome. 

Ainsi, certaines études sont limitées uniquement au compartiment sanguin. Afin d’obtenir 

un nombre plus élevé de cellules endocervicales, il serait intéressant d’avoir accès à des 

biopsies génitales des femmes de cette cohorte. Toutefois, cette pratique reste peu éthique 

et risque d’accroitre l’infection par le VIH-1 ainsi qu’à d’autres IST pour ces travailleuses 

du sexe.  

Ces quelques facteurs parmi tant d’autres démontrent le haut niveau de difficulté 

rencontré dans cette étude, d’où la nécessité de sélectionner et de privilégier avec minutie 

les types cellulaires pour les expériences qui seront effectuées. 
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ABSTRACT 

 

We have previously shown that excess B lymphocyte Stimulator (BLyS)/BAFF in plasma 

and on the surface of blood dendritic cells (1) of HIV-infected progressors coincides with 

B-cell dysregulations and increased frequencies of “precursor” innate marginal zone (2)-

like B-cells. In contrast, both blood BLyS levels and frequencies of this population 

remained unaltered in HIV elite-controllers. Based on these observations, we hypothesized 

that control of BLyS and innate B-cell status could be associated with natural immunity 

against HIV infection. Therefore, we assessed blood BLyS levels and B-cell status in HIV 

highly-exposed commercial sex workers (CSWs) from Benin. We found blood BLyS levels 

of HIV-uninfected CSWs were lower than those observed in both HIV-infected CSW and 

HIV-uninfected non-CSW groups. Furthermore, levels of BLyS expression on blood T-

cells and monocytes were lower in HIV-uninfected CSWs when compared to HIV-infected 

CSWs, but higher than those observed for HIV-uninfected non-CSWs. Concomitantly, 

HIV-infected CSWs presented a dysregulated blood B-cell compartment, characterized by 

increased total IgG1, increased frequencies of populations presenting immature and/or 

innate profiles and a higher ratio of IgG+/IgA+ plasmablasts. In contrast, relatively low 

levels of BLyS in the blood of HIV-uninfected CSWs coincided with a rather preserved B-

cell compartment. 
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INTRODUCTION 

 

Worldwide, most HIV infections are acquired through heterosexual intercourse, and in sub-

Saharan Africa, 60% of new HIV infections affect women1. Vaccines and microbicides 

hold promise for preventing the acquisition of HIV, and the success of designing such 

agents will benefit from the study of HIV highly-exposed seronegative (HESN) 

individuals, who provide a model of natural immunity to HIV. High levels of anti-

inflammatory and neutralizing proteins, such as anti-proteases and HIV-specific 

immunoglobulins (Igs) are found in the genital mucosa of HESN2,3. In a cohort of HESN 

women from Ivory Coast, HIV-specific mucosal IgA were shown to block viral 

transcytosis through tight epithelial barriers3–5. In a Kenyan female commercial sex worker 

(CSW) cohort, HIV-specific CD4+ and CD8+ T-cell responses as well as cross-clade 

neutralizing IgA have been found in both the blood and genital tract of HESN CSWs2,3,6–

10. In these individuals a low activation T-cell profile corresponds with a greater ability to 

proliferate in response to HIV p24 peptides when compared to HIV-infected CSWs11. 

Furthermore, elevated frequencies of T-regulatory lymphocytes have been found in the 

blood of HESN CSWs12. In addition, we have previously shown that Beninese female 

HESN CSWs had significantly lower genital levels of pro-inflammatory cytokines such as 

TNF-α and IFN-γ than HIV-infected CSWs13. Altogether, these findings suggest that the 

capacity to maintain a low-key activation/inflammatory profile is associated with 

protection against HIV infection.  

 

Until now, few studies have assessed B-cell expression profiles in the context of 

natural immunity against HIV. The detailed characterization of the Ig repertoire of cervical 

and systemic B-cells from a Kenyan HESN individual revealed that site-specific responses 

occur with unique regulation of tolerance and recruitment into local memory or blast B-

cell compartments, and the infusion of systemic post-germinal center (GC) B-cells to the 

cervix seems to be a common event14. Understanding the nature and how these B-cell 

populations are solicited appears important to the design of preventive approaches.  
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Although the specific factors responsible for the natural immunity against HIV have 

yet to be fully unraveled, we believe that observations from HIV elite-controllers (EC) can 

shed some light. As such, our previous studies suggest that control of HIV disease 

progression may be linked to B lymphocyte Stimulator (BLyS)/BAFF expression status, 

and to its capacity of orchestrating B-cell population dynamics and responses15. Indeed, we 

have shown that BLyS over-expression in the blood of HIV-1-infected progressors 

coincided with major B-cell dysregulations and hyperglobulinemia, with increased 

frequencies of an activated population presenting characteristics of both transitional 

immature and innate marginal zone (2)-like B-cells, designated as “ precursor MZ-

like“16,17. In contrast, in EC, BLyS levels and precursor MZ-like B-cell frequencies 

remained similar to those observed in HIV-negative donors. Rather, percentages of MZ-

like B-cells presenting a more “mature” profile were decreased when compared to both 

HIV progressors and HIV-negative individuals16,17. These findings suggest that the 

presence of these cells in a preserved BLyS non-inflammatory environment, such as 

encountered in EC, could be beneficial to the battle and even control of HIV. In an effort 

to further unravel elements associated with natural immunity to HIV, we have assessed 

blood BLyS levels and B-cell status in female CSWs from Benin.  

 

 

RESULTS 

 

Socio-demographic characteristics of the study population  

The socio-demographic characteristics of female CSWs and non-CSWs are shown in Table 

1. The three study groups were similar with respect to age and vaginal douching practice. 

Duration of sex work, average number of clients and condom use were similar between the 

HIV-infected and HIV-uninfected CSW groups.  
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Levels of expression of BLyS in serum and on blood T-cells, monocytes, myeloid 

dendritic cells (mDC) of HIV-uninfected CSWs, HIV-infected CSWs, and HIV-

uninfected non-CSWs  

 

BLyS levels measured in serum of HIV-uninfected CSWs were significantly lower than 

those observed in HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs (Fig. 1). Because 

determining and comparing frequencies of cells expressing BLyS might be influenced by 

the fluctuations in cell populations between the study groups16,18, we have assessed the 

relative percentages of T-cells, monocytes and mDC in the blood of the three study groups. 

The percentages of HLA-DR- T-cells were increased in the blood of both HIV-uninfected 

and HIV-infected CSWs when compared to HIV-uninfected non-CSWs (Fig. 2B) whereas 

the frequencies of activated HLA-DR+ T-cells were lower in the HIV-uninfected groups 

(Fig. 2C) when compared to HIV-infected CSWs. For consistency and comparison with 

our previously published observations 16,18,19, we have analyzed the minor fraction of 

CD14+ monocytes which do not express detectable levels of CD11c, separately from the 

bulk of CD14+CD11c+ monocytes. In fact, when compared to CD14+CD11c- monocytes, 

CD14+CD11c+ cell percentage greatly fluctuated in HIV+ progressors18, and these cells 

expressed greater levels of surface BLyS16,17. For means of comparison with the current 

consensus on monocyte nomenclature, CD14+CD11c- and 90-95% of CD14+CD11c+ 

monocytes are CD16-, and fall into the classical monocytes. A minor fraction of the 

CD14+CD11c+ monocytes are CD14lo and express CD16 (not shown), and fall into the 

non-classical nomenclature20. Although no significant differences were observed in 

frequencies of the minor CD14+CD11c- monocytes between the three study groups (Fig. 

2D), we found frequencies of CD14+CD11c+ monocytes were greatly diminished in the 

blood of both CSWs groups when compared to HIV-uninfected non-CSWs (Fig. 2E). 

Frequencies of total CD14-CD11c+ cells, which comprise a majority of myeloid DC 

(mDC)20,21, and will be referred to mDC throughout the manuscript, were lower in HIV-

uninfected CSWs when compared to both HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-

CSWs (Fig. 2F).  
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Taking into account these observations, we found significantly higher relative 

frequencies of T-cells, monocytes and mDC expressing BLyS in the blood of HIV-

uninfected CSWs when compared to those observed in HIV-uninfected non-CSWs, and a 

similar trend when comparing to those of HIV-infected non-CSWs (Fig. 3 B-F, left panels). 

BLyS surface expression levels for these cell populations in HIV-uninfected CSWs were 

higher than those observed in HIV-uninfected non-CSWs but lower than those observed in 

HIV-infected CSWs (Fig. 3 B-F, right panels). Overall, HIV-uninfected (HESN) CSWs 

had the lowest levels of BLyS in their serum, but presented greater frequencies of BLyS 

expressing cells in their blood when compared to both HIV-uninfected non-CSWs and 

HIV-infected CSWs. However, HIV-infected CSWs presented the highest levels of BLyS 

cell surface expression. 

 

Analysis of B-cell populations in the blood of HIV-uninfected CSWs, HIV-infected 

CSWs, and HIV-uninfected non-CSWs 

Relative percentages of total B-cells were lower in the blood of both HIV-uninfected and 

HIV-infected CSWs when compared to that of control non-CSWs (not shown). Naïve 

resting B-cell frequencies were higher in HIV-uninfected CSWs when compared to those 

in HIV-infected CSWs, but lower than those found in HIV-uninfected non-CSWs (Fig. 4B). 

Conversely, the frequency of mature activated B-cells was lower in HIV-uninfected CSWs 

than in HIV-infected CSWs, but higher than in HIV-uninfected non-CSWs (Fig. 4C). No 

significant difference in the frequencies of resting switched memory and transitional 

immature B cells were observed (Fig. 4D-E). As for mature MZ-like B-cells, frequencies 

were decreased in the blood of HIV-uninfected CSWs when compared to HIV-uninfected 

non-CSWs (Fig. 4F). As stated earlier, we had previously described increased frequencies 

of precursor MZ-like B-cells presenting an activated phenotype in the blood of HIV-

infected progressors16,17. As such, we found a significant increased frequency of B-cells 

presenting this phenotype in the blood of HIV-infected CSWs when compared to the HIV-

uninfected CSWs (Fig. 4G), we also found higher frequencies of B-cells presenting similar 

IgM+CD10+CD21-/lo and GC-like CD27+IgM-CD10+CD21-/lo characteristics in the blood 

of HIV-infected CSWs (Fig. 4H-J). Altogether, these findings observed in HESN female 
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CSWs suggest that natural immunity to HIV does not lead to increase in B-cell populations 

presenting immature and/or innate “activated” profiles, but may involve other populations 

such as mature MZ-like, such as observed in EC16,17. 

 

Frequencies of plasmablasts, total immunoglobulin and isotype concentrations in the 

blood of HIV-uninfected CSWs, HIV-infected CSWs, and HIV-uninfected non-CSWs 

HIV-uninfected CSWs had lower frequencies of blood IgM+ and IgG+ plasmablasts but 

higher percentages of IgA+ plasmablasts when compared to HIV-infected CSWs (Fig. 5 A-

C). The relative frequencies of IgA+ and IgG+ plasmablasts were similar between the HIV-

uninfected CSW and non-CSW groups. However, HIV-uninfected CSWs had lower 

frequencies of IgM+ plasmablasts than in HIV-uninfected non-CSWs. The evaluation of 

total serum immunoglobulin and isotypes profile demonstrated that HIV-uninfected CSWs 

had lower concentration of IgG1, but higher concentration of IgG2 and IgG4 compared to 

HIV-infected CSWs (Fig. 6). Overall, these observations are consistent with a seemingly 

preserved/controlled B-cell compartment in HESN CSWs. 

 

 

DISCUSSION 

 

Although HIV-uninfected CSWs had the lowest levels of BLyS in their serum, they 

presented greater frequencies of BLyS expressing cells in their blood when compared to 

both HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. However, HIV-infected CSWs 

presented the highest levels of BLyS cell surface expression. Altogether these findings 

suggest that natural immunity to HIV, as encountered in HIV-uninfected (HESN) CSWs, 

may involve relatively high frequencies of BLyS expressing cells while preserving 

homeostatic regulation of its cell surface expression level and soluble release. Recent 

studies have shown that in contrast to mDCs, plasmacytoid DCs exposed to HIV in vitro 

upregulate BLyS cell surface expression without release, and that this may depend on 

cellular intrinsic factors22. Such a regulation might not only be cell population restricted 

but may also be influenced by the overall inflammatory status of the host. Therefore, the 
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low-inflammatory response we have previously described in these HIV-uninfected CSWs13 

may be linked to the modulation of the intracellular machinery leading to BLyS expression 

and/or release. As to whether these are related to advantageous genetic polymorphisms 

remains to be established. 

 

The relatively higher levels of BLyS observed in the serum of HIV-infected CSWs 

is consistent with previous reports by us and others showing that BLyS expression is 

increased in the context of HIV disease, and not fully restored following therapy16,23.This 

is likely due to direct and indirect factors associated with HIV infection. Indeed, soluble 

HIV-Nef can directly modulate BLyS membrane expression and soluble release by 

monocyte derived DCs (mo-DCs)19, and HIV-Env has been shown to upregulate BLyS 

expression by macrophages24. Furthermore, BLyS has been shown to be directly induced 

by type I IFNs25,26. Moreover, the elevated inflammatory status we have previously 

described in HIV-infected CSWs3,13 as well as elements of microbial translocation, such as 

LPS (Supplementary Fig. S1), are known to up-regulate BLyS expression and release19,27. 

However, blood sCD14 levels were similar between the HIV-infected and HIV-uninfected 

groups (Supplementary Fig. S1), suggesting that these African women might be exposed 

to microbial factors28 other than HIV that can also lead to inflammation and microbial 

translocation, through diarrhea for example. This may help explain why soluble levels of 

BLyS measured in the serum of control HIV-uninfected non-CSWs are comparable to 

those observed in HIV-infected CSWs, and may suggest that these individuals have 

inflammatory/infectious conditions other than HIV favoring soluble release of BLyS, as 

we did not find increased expression on the surface of blood cells we analyzed from these 

individuals. Albeit, our sample processing method did not allow us to assess expression by 

neutrophils, which are a substantial source of BLyS29. 

 

In contrast to HIV-uninfected CSWs, and consistent with previous findings by us 

and others15,30,31, the high BLyS levels found in the blood of HIV-infected CSWs were 

concomitant with elevated serum IgG1 and major B-cell dysregulations, such as increased 

activation and possibly pre-exhausted profiles and a decrease in switched memory. 
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Furthermore, in agreement with the high prevalence of IgG+ plasmablasts recently 

described in the blood of HIV-infected individuals32, we found that the majority of 

plasmablasts in HIV-infected CSWs were IgG+, whereas IgA+ plasmablasts were found 

predominantly in HIV-uninfected CSWs and controls, likely reflecting homeostatic 

requirements at mucosal interfaces such as the GALT32. The high frequencies of IgG+ 

plasmablasts and IgG1 hyperglobulinemia in the blood of HIV-infected CSWs is consistent 

with polyclonal B-cell activation found in chronic viral infections. However, we noticed a 

relative reduction in serum IgG2 in these individuals when compared to HIV-uninfected 

CSWs, which could reflect an increased trigger/need for IgG1 or perhaps IgG2 class switch 

interference by HIV factors such as Nef33,34.  

 

The fact that relative frequencies of “mature” MZ-like B-cells were reduced in the blood 

of both HIV-uninfected and HIV-infected CSW groups may reflect chronic exposure to 

HIV at peripheral mucosal entry and/or replication sites, and recruitment of this cell 

population and its involvement in immunity against HIV. We have previously observed 

the reduction of this population in the blood of HIV-infected slow progressors and EC16, 

and recent observations demonstrate that “mature” MZ-like B-cells from these individuals 

present a greater migration index in response to CXCL12 and CCL2535. Whether there is 

a genetic relationship with the reduced frequencies of mature MZ-like B-cells we observe 

warrants further investigation. However, in contrast to HIV-uninfected CSWs, HIV-

infected CSWs presented increased frequencies of MZ-like B-cells with an activated and 

precursor profile. This is likely related to the over-expression of BLyS found in HIV-

infected CSWs, which favors expansion and activation of innate B-cell populations, which 

are likely to support over-representation of polyreactive at the expense of high affinity 

HIV-specific eradicative antibody (Ab) responses. Altogether, our findings in HESN 

female CSWs suggest that natural immunity to HIV does not lead to increase in B-cell 

populations presenting an immature and/or innate “activated” possibly “pre-exhausted” 

phenotype but may involve other populations such as mature MZ-like and their recruitment 

to peripheral sites. 
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The B-cell phenotype we describe in the blood of HIV-uninfected CSWs likely 

reflects an active but regulated immune response against HIV, and is reminiscent of that 

we reported for EC16,17. Whereby, upregulation of BLyS seems required, but regulated as 

to prevent deleterious effects. The fact that we find decreased frequencies of monocytes 

and mDCs in the blood of both HIV-uninfected and HIV-infected CSW groups would be 

consistent with recruitment of these populations to peripheral sites in battling against 

HIV18,36. Furthermore, we find that an increased percentage of monocytes and mDC 

express BLyS in the blood of HIV-uninfected CSWs. In a murine HIV-transgenic model, 

we reported that mDCs accumulated in enlarged MZ areas37,38, likely promoting expansion 

of the MZ B-cell pool through cellular interactions39,40. DC surface expression may be 

more efficient in targeting and delivering BLyS signals to populations such as MZ-like B-

cells, which express BLyS receptor TACI especially permissive to the action of BLyS in 

its 60 mer soluble or membrane-bound form41. In fact, MZ B-cells have been shown to 

express the short isoform of TACI, which activation leads to rapid differentiation into 

plasma cells42. We believe a regulated scheme of DC/BLyS/innate B-cell interactions could 

be involved in natural immunity against HIV.  

 

As such, the recent characterization of transient Gp41-specific IgA in mucosal 

genital fluids from patients within the first weeks after HIV transmission, suggest these 

Abs might have originated from first-line B-cell populations43. Of note, BLyS was elevated 

immediately preceding the appearance of these Abs. Interestingly, repeated treatment of 

mice with BLyS increased the MZ compartment, and generated an increased response to 

Env immunization and bNAbs from these animals44. Understanding the dynamics of BLyS 

and its role in homeostasis of immune responsiveness appears pivotal to the design of 

vaccine strategies soliciting protective B-cell responses. Based on our observations, the 

capacity to contain BLyS expression levels seems concomitant with natural immunity 

against HIV, whereas excessive BLyS may promote immune dysregulation and disease 

progression45. However, because of the cross-sectional design and small number of 

samples analyzed herein, the present study cannot address whether low levels of blood 

BLyS and MZ-like B-cells have a protective role against HIV infection. Nevertheless the 
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findings reported herein are in line with growing evidence suggesting that first-line B-cell 

responses are involved in the battle against HIV46, and with the importance of MZ type B-

cells in health and disease47.  

 

 

METHODS  

 

Subjects  

 

Female CSWs were recruited through a dedicated sex worker clinic in Cotonou, Benin. 

Non-CSW HIV negative community control subjects at low risk for exposure were enrolled 

from a separate general health clinic in Cotonou. Women were invited to participate in the 

study as they attended clinics. Women under 18 years old, pregnant or menstruating were 

excluded from the study. Recruited women were asked to answer a questionnaire about 

their age, duration of prostitution (if applicable), number of clients per week (if applicable), 

sexual behavior, vaginal douching practices, and use of condom or hormonal contraceptive. 

Subjects underwent vaginal examination by a physician and vaginal specimens were used 

for diagnosis of candidiasis, trichomoniasis and bacterial vaginosis by microscopic 

examination and Herpes simplex virus (HSV) infection by polymerase chain reaction 

(PCR). Endocervical swabs were obtained for the detection of Neisseria gonorrhea and 

Chlamydia trachomatis (BD ProbeTec Et system). Blood samples were collected and tested 

for HIV status, diagnosis of syphilis and progesterone levels. Subjects with fever, visible 

vaginal inflammation and infection other than HIV were excluded from the study. HIV-1 

positivity was defined by the presence of HIV-1 specific IgG tested with Vironostika HIV 

Uni-Form II Ag/Ab (Organon Teknika, Boxtel,The Netherlands). Non-reactive samples 

were considered HIV seronegative, whereas reactive samples were tested with Genie II 

HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Genie II dually reactive samples (to HIV-1 and 

HIV-2) and discordant samples (Vironostika reactive/Genie II (non-reactive) were further 

tested by INNO-LIA HIV I/II Score (Innogenetics NV,Technologiepark 6, Gent, Belgium). 

For the present study we selected samples from 10 HIV-1-uninfected and 10 treatment-
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naïve HIV-1-infected CSWs, and 21 HIV-1-uninfected non-CSW control subjects from the 

general population. CD4+ blood T-cell counts and HIV plasma viral loads are provided for 

HIV-infected CSWs in Supplementary Fig. S2. None of these women were injecting drug 

users. The three study groups were all in the follicular phase of their menstrual cycle, not 

taking oral contraception, had no co-infections, bacterial vaginosis, trichomoniasis or 

candidiasis.  

 

Ethics statement 

Written informed consent was obtained from all subjects who participated in the study. The 

investigation and methods reported in this paper were approved and carried out in 

accordance with guidelines and regulations by the Comité National Provisoire d’Éthique 

de la Recherche en Santé in Cotonou and the CHUM Research Ethics Committee.  

 

Sample collection and preparation  

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from whole blood by 

centrifugation on Ficoll gradients, washed and suspended in freezing medium (90% heat 

inactivated fetal bovine serum (hi-FBS), 10% DMSO) and kept in liquid nitrogen until use. 

Plasma and serum were kept frozen at -80°C until use.  

 

Determination of blood LPS, LBP, sCD14 and soluble BLyS concentration  

Serum levels of lipopolysaccharide (LPS), lipopolysaccharide binding protein (LBP) and 

soluble CD14 (sCD14) were measured respectively with commercial Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) kits by CUSABIO (Wuhan, China), Hycult Biotech 

(Plymouth Meeting, USA), and R&D systems (Minneapolis, USA) according to 

manufacturer’s protocol. Serum levels of BLyS were determined by a commercial ELISA 

kits by R&D systems (Minneapolis, USA). 

 

Determination of blood immunoglobulin and isotypes concentration 

Levels of total immunoglobulin and isotypes IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM and IgA were 

measured in serum using the multiplex bead assay Milliplex Map Kit with human 
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immunoglobulin isotyping Magnetic Bead panel by EMD Millipore (Billerica, USA) 

according to manufacturer’s protocol. Analysis was performed on a Luminex 200 System 

(Luminex Corporation, Austin, TX, USA). 

 

Evaluation of BLyS cell surface expression on T-cells, monocytes and mDC by flow 

cytometry 

PBMCs were thawed and washed with RPMI 1640 followed by 1X PBS. A maximum of 

106 PBMCs per sample were used for staining. Live/Dead cell exclusion was performed 

using AQUA Live/Dead Fixable stain (Invitrogen Life technologies, Eugene, USA). Non-

specific binding sites were blocked using a Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 

buffer (1X PBS, 2% hi-FBS and 0,1 % sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and 

10ug mouse IgG (Sigma-Aldrich, St-Louis, USA) per 106 cells. PBMCs were stained using 

the following fluorochrome conjugated mouse anti-human monoclonal antibodies: 

AlexaFluor 700-A anti-CD16, APC anti-CD11c, FITC anti-CD3, PE-Cy7 anti-HLA-DR, 

and PerCP-Cy5.5 anti-CD14 (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA), PE anti-BLyS 

(eBioscience, San Jose, CA, USA). PBMCs were fixed with 1.25% paraformaldehyde and 

kept at 4°C for a minimum of 12 hours before flow cytometry analysis. A minimum of 105 

events per sample were acquired with an LSRFortessa (BD-Biosciences, San Jose, CA, 

USA) and analyzed with FlowJo7.6.3 software (TreeStar, Ashland, OR, USA). Flow-

cytometry data analysis quadrants were set based on the expression values obtained with 

fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. Representative FMO staining controls 

can be viewed in Supplementary Fig. S3. 

  

Evaluation of blood B-cell populations by flow cytometry   

PBMCs processing, staining and analysis were performed as mentioned above. PBMCs 

were stained using the following fluorochrome conjugated mouse anti-human monoclonal 

antibodies: APC-Cy7 anti-CD10, Pacific Blue anti-CD19 (BioLegend, San Diego, CA, 

USA), Alexa Fluor700 anti-CD27, FITC anti-IgM, PE anti-CD21, BV650-anti-CD19, 

APC-H7-anti-IgG, BV605-anti-IgM ( BD-Biosciences, San Jose, CA, USA), APC-anti-

CD3, APC-anti-CD56, PE-Cy7-anti-CD20, PE-anti-CD38, PerCP efluor710 anti-CD1c 
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(eBioscience, San Jose, CA, USA), and FITC-anti-IgA (EMD Millipore, Temecula, CA, 

USA).  Flow-cytometry data analysis quadrants were set based on the expression values 

obtained with fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. Representative FMO 

staining controls can be viewed in Supplementary Fig. S4 and S5. 

 

Data from HIV-uninfected CSWs were compared separately from those of HIV-infected 

CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. The statistical significance of difference between 

groups was determined by Fisher’s exact test for categorical variables and unpaired 

Student’s T-test or one-way ANOVA analysis for variance when continuous variables were 

normally distributed or by Mann-Whitney U test otherwise. The D'Agostino-Pearson 

normality test was used to determine whether the values were sampled from a Gaussian 

distribution. Analyses were performed using GraphPad Prism 5.00 for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, California, USA). 
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Figure 1. Concentration of BLyS in the serum of HIV-uninfected non-commercial sex 

workers (CSWs), HIV-uninfected CSWs and HIV-infected CSWs. Serum BLyS 

concentrations (pg/ml) as mean ±SEM were compared with unpaired T test for pair-wise 

comparisons between HIV-uninfected CSWs and the two other groups. Significance levels 

are shown as *(p<0.05). The mean BLyS serum level of the 10 non-CSWS used for the 

phenotype assays was 1152 pg/ml, which is similar to the mean of the whole non-CSW 

group (1186 pg/ml) shown here. 

 

Figure 1. 
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Figure 2. Frequencies of T-cells, monocytes, and myeloid DC (mDC) in the blood of 

HIV-uninfected non-commercial sex workers (CSWs), HIV-uninfected CSWs and 

HIV-infected CSWs. Analysis by flow-cytometry was performed as follows: A) Cells 

were gated on live PBMCs and then on HLA-DR-CD3+ (HLA-DR- T-cells), HLA-DR+ 

CD3+ (HLA-DR+ T-cells) and HLA-DR+CD3- (APCs). APCs were further characterized 

as CD14+CD11c- and CD14+CD11c+ monocytes, and total CD14-CD11c+ cells, which 

comprise a majority of myeloid DC (mDC). Quadrants were set based on the expression 

values obtained with fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. Frequencies (%) 

of B) HLA-DR- T-cells, C) HLA-DR+ T-cells cells, D) CD14+CD11c- monocytes, 

E)CD14+CD11c+ monocytes, and F) mDC are relative to live PBMCs. The mean events 

gated for these populations are in the range of: CD14+CD11c- monocytes (1490 ± 625), 

CD14+CD11c+ monocytes (9892 ± 962), total mDC (CD14-CD11c+) (1004 ± 300). 

Representative FMO staining controls can be viewed in Supplementary Fig. S3. Cell 

population percentages were compared with the Mann-Whitney U tests for pair-wise 

comparisons between HIV-uninfected CSWs and the two other groups. Significance levels 

are shown as *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001). 
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Figure 3. BLyS surface expression levels by T-cells, monocytes, and myeloid DC 

(mDC) in the blood of HIV-uninfected non-commercial sex workers (CSWs), HIV-

uninfected CSWs and HIV-infected CSWs. Analysis by flow-cytometry was performed 

as follows: A) Cells were gated on live PBMCs and then on HLA-DR-CD3+ (HLA-DR- T-

cells), HLA-DR+CD3+ (HLA-DR+ T-cells) and HLA-DR+CD3- (APC). APCs were further 

characterized as CD14+CD11c- and CD14+CD11c+ monocytes, and mDC (CD14-

CD11c+). Quadrants were set based on the expression values obtained with fluorescence 

minus one (FMO) and isotype controls. Percentages (%) of cells expressing BLyS (left 

panels) and Geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI) of membrane BLyS 

expression levels (right panels) are relative to each following population: B) HLA-DR- T-

cells, C) HLA-DR+ T-cells cells, D) CD14+CD11c-monocytes, E)CD14+CD11c+ 

monocytes, and F) CD14-CD11c+ cells (mostly mDC). Representative FMO staining 

controls can be viewed in Supplementary Fig. S3. Percentages of cells expressing BLyS 

and levels of BLyS expression (GeoMFI) were compared with the Mann-Whitney U tests 

for pair-wise comparisons between HIV-uninfected CSWs and the two other groups. 

Significance levels are shown as *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001). 
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Figure 4. B-cell populations in the blood of HIV-uninfected non-commercial sex 

workers (CSWs), HIV-uninfected CSWs and HIV-infected CSWs. Analysis by flow-

cytometry was performed as follows: A) Cells were gated on live PBMCs and then on total 

B-cells (CD19+). Total CD19+ B-cells were selected based on expression of CD27 and/or 

IgM, and then on their expression levels of CD21. CD1c and CD10 expression were used 

for further characterization of blood marginal zone (2) and transitional immature (TI) B-

cell populations. Quadrants were set based on the expression values obtained with 

fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. Naïve resting B-cells were defined as 

CD19+CD27-IgM+CD21hiCD1c-CD10-, Mature activated B-cells were defined as 

CD19+CD27+IgM-CD21loCD1c-CD10-, resting switched memory B-cells were 

CD19+CD27+IgM-CD21hiCD1c-CD10-, transitional immature (TI) B-cells were 

CD19+CD27-IgM+CD21hiCD1c-CD10+, mature MZ-like B-cells were 

CD19+CD27+IgM+CD21hiCD1c+CD10-, precursor marginal-zone (2)-like B-cells were 

CD19+CD27+IgM+CD21loCD1c+CD10+. The Frequencies (%) of B) naïve resting, C) 

mature activated, D) resting switched memory, E) TI, F) mature MZ-like, G) precursor 

MZ-like, H) (CD27-IgM+CD21loCD10+CD1c-), I) (CD27+IgM+CD21loCD10+CD1c-), and 

J) (CD27+IgM-CD21loCD10+CD1c-). B-cell populations and/or differentiation stages are 

relative to total B-cells. The mean events gated for these populations are in the range of: 

total B-cells (9320 ± 1750), naïve (3728 ± 1045), mature activated (360 ± 67), resting 

switched memory (632 ± 301), TI (944 ± 174), mature MZ-like (327 ± 233), precursor MZ-

like (145 ± 36). Representative FMO staining controls can be viewed in Supplementary 

Fig. S4. B-cell population percentages were compared with the Mann-Whitney U tests for 

pair-wise comparisons between HIV-uninfected CSWs and the two other groups. 

Significance levels are shown as *(p<0.05), **(p<0.01). 
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Figure 5. Plasmablasts frequencies in the blood of HIV-uninfected non-commercial 

sex workers (CSWs), HIV-uninfected CSWs and HIV-infected CSWs. Analysis by 

flow-cytometry was performed as follows: A) Cells were gated on live PBMCs and then 

on total B-cells (CD19+CD3-CD56-). Plasmablasts were gated on CD20-CD38++ B-cells 

and further characterized as IgM+, IgA+ or IgG+. Quadrants were set based on the 

expression values obtained with fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. B) 

The frequencies (%) of IgM+ (left panel), IgA+ (middle panel) and IgG+ (right panel) 

plasmablasts are relative to total plasmablasts. The mean events gated for these populations 

are in the range of: CD19+CD20-CD38++ total plasmablasts (238 ± 112), IgM+ (25 ± 10), 

IgA+ (120 ± 50), IgG+ (45 ± 30). Representative FMO staining controls can be viewed in 

Supplementary Fig. S5. Plasmablast percentages were compared with the Mann-Whitney 

U tests for pair-wise comparisons between HIV-uninfected CSWs and the two other 

groups. Significance levels are shown as *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001). 
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Figure 6. Immunoglobulin isotype concentrations in the blood of HIV-uninfected non-

commercial sex workers (CSWs), HIV-uninfected CSWs and HIV-infected CSWs. 

Serum immunoglobulin isotype concentrations (ng/ml) as mean ± SEM were compared 

with unpaired T tests for pair-wise comparisons between HIV-uninfected CSWs and the 

two other groups. Significance levels are shown as *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001). 
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 Table 1 Distribution of demographic and sexual behavior characteristics in HIV 

uninfected non-CSW control subjects, HIV-uninfected and HIV-infected CSWs. 

 

 

CSW, commercial sex workers; HIV, human immunodeficiency virus; N, number of 

participants; NA, non-applicable; NS, non-significant; SD, standard deviation. 
a p-value for the comparison across all groups were calculated with one-way ANOVA 

analysis for variance of the age; Mann-Whitney U test for the duration of sex work and 

number of clients; Fisher’s exact test for condom use and vaginal douching.  

 

 

  

  
HIV-

uninfected 
non-CSWs 

HIV-
uninfected 

CSWs 

HIV-
infected 
CSWs 

p-value a 

  N=21 N=10 N=10   
Age, mean (SD), years 37.6 (9.5) 41.4 (8.3) 43.1 (10.1) NS 

Duration of sex work , mean (SD), 
years NA 5.6 (1.4) 5.4 (3.3) NS 

Number of client past week, mean 
(SD) NA 17.6 (14.9) 19.6 (14.3) NS 

Condom always used with clients 
past week NA 8/10 

(80%)  3/10 (30%) NS  

Vaginal douching  21/21 
(100%) 

10/10 
(100%) 

10/10 
(100%) NS 
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Supplementary Figure S1. Concentration of lipopolysaccharide (LPS), 

lipopolysaccharide binding protein (LBP) and soluble CD14 (CD14s) in the blood of 

HIV-1 uninfected non-commercial sex workers (CSWs), HIV-1 uninfected CSWs and 

HIV-1 infected CSWs Serum concentrations as mean ± SEM (pg/ml), (ng/ml) and (ng/ml) 

respectively, were compared with unpaired T test. Significance levels are shown as 

***(p<0.001). 
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Supplementary Figure S2. Plasma viral loads and blood CD4+ T-cell counts of HIV-

infected commercial sex workers (CSWs). CD4+ T cell counts (cell/mm3) and viral loads 

(log10 copies/ml) as mean ±SEM. 
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Supplementary Figure S3. Representative fluorescence minus one (FMO) staining 

controls for Figures 2 and 3. FMO of BLyS (A), FMO of CD14 vs CD11c positive 

staining (B), and FMO of CD11c vs CD14 positive staining (C) on gated live HLA-

DR+CD3- APCs. 
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Supplementary Figure S4. Representative fluorescence minus one (FMO) staining 

controls for Figure 4. FMO of CD19 on live gate (A), FMO of CD27 vs IgM positive 

staining (B), FMO of IgM vs CD27 positive staining (C), and FMO of CD21 (D) on gated 

live CD19+ B-cells. FMO of CD10 vs CD1c positive staining (E),and FMO of CD1c vs 

CD10 positive staining (F) on gated live CD27+IgM+ B-cells. 
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Supplementary Figure S5. Representative fluorescence minus one (FMO) staining 

controls for Figure 5. FMO of CD38 vs CD20 positive staining (A), and FMO of CD20 

vs CD38 positive staining (B) on live gated B-cells. FMO of IgM (C), FMO of IgA (D), 

FMO of IgG on gated live CD38++CD20- plasmablasts. 
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Abstract  

Africa accounts for the majority of global human immunodeficiency virus [1] infections, 

most of which affect women through heterosexual intercourse. Currently, there is no cure 

for HIV and the development of vaccines and microbicides remains the best solution to 

eradicate the pandemic. We and others have identified HIV highly-exposed seronegative 

(HESN) individuals amongst African female commercial sex workers (CSWs). Analyses 

of genital samples from HESNs have demonstrated potent innate and anti-inflammatory 

conditions, HIV-specific CD4+ and CD8+ T-cells as well as immunoglobulins (Igs), and 

increased regulatory cell populations, all of which support a delicate balance between 

strength and control against HIV intrusion. Moreover, we have recently shown that 

frequencies of innate marginal zone [2] B-cells are decreased in the blood of HESNs when 

compared to HIV-uninfected non-CSW women, suggesting their recruitment to peripheral 

sites. This coincides with the fact that levels of B lymphocyte stimulator (BLyS/BAFF), 

known to shape the MZ pool and which overexpression leads to MZ deregulation in HIV-

infected progressors, are significantly lower in the blood of HESNs when compared to both 

HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSW women. Interestingly, MZ B-cells can 

bind HIV gp120 and produce specific IgG and IgA, and have a propensity for B regulatory 

potential, which could help both the fight against HIV and maintenance of low 

inflammatory conditions in HESNs. HESN individuals provide an exceptional opportunity 

to determine important clues for the development of protective devices, and efforts should 

aim at soliciting immune responses observed in the context of their natural immunity to 

HIV.   

 

Key Words: HIV, HESN, Natural Immunity, Regulatory Dendritic and T-cells, 

BLyS/BAFF, Innate Marginal Zone B-cells 
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Introduction 

Worldwide, it is estimated that nearly 36.7 million people live with human 

immunodeficiency virus [1]. In 2016, around 1.8 million became newly infected and 1 

million died from AIDS. Africa accounts for 69% of global infections, most of which affect 

women through heterosexual intercourse [3]. Currently, there is no cure for HIV and the 

development of preventive strategies such as vaccines and microbicides remains the best 

solution to eradicate the pandemic. To date, the transmission mechanisms of the virus and 

immune responsiveness at the initial site of infection are not fully understood. Frequent 

mucosal exposure to HIV in the absence of infection was documented in different cohorts, 

including the Beninese commercial sex workers (CSWs) [4]. As such, individuals highly 

exposed to HIV and persistently seronegative (HESN) have been shown to possess low-

inflammatory conditions and immune responsiveness towards the virus [4-6], which 

suggest that the capacity to maintain a low-key inflammatory profile along with anti-HIV 

responses is associated with protection against HIV infection. We believe that efforts to 

develop effective devices should aim at mimicking conditions and soliciting immune 

responses observed in the context of natural immunity to HIV.  

 

Immunology of the female genital tract   

The female genital tract (FGT) is part of the major mucosal associated lymphoid tissue 

(MALT) [7]. The FGT constitutes a main portal of entry for many infections and plays a 

role in protecting the host against pathogens while maintaining a tolerance to a commensal 

flora [7, 8]. FGT immunity is tightly regulated by a hormonal/inflammatory process 

throughout the menstrual cycle, having to deal with the pressure of procreation and 

microbial control [9, 10]. FGT is subdivided into 2 regions presenting distinct phenotypic 

profiles. The upper FGT consists of the sterile endometrium, fallopian tubes and the 

endocervix in which sterility may be temporally related to the menstrual cycle phase. In 

contrast, the lower FGT, which is composed of the non-sterile vagina and ectocervix is 

colonized by a commensal microflora [10]. FGT immunity involves genital epithelial cells 

as well as dendritic cells (DCs), Langerhans cells (LC), macrophages, natural killer (NK) 

cells, neutrophils and lymphoid cells, which confer protection through the production of 
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antimicrobial agents, antibodies, chemokines and cytokines [7]. Wira and colleagues have 

shown that the upper FGT contains unique lymphoid aggregates constituted of CD8+ T 

cells that surround a central B-cell core, which are encapsulated by macrophages [9]. Even 

if mechanisms of immune induction in the FGT remain poorly understood [4, 8, 9], the 

FGT is provided with an array of protective mechanisms from the innate and adaptive arms 

of the immune system to maintain a delicate balance between protection and tolerance [11]. 

Together with epithelial cells, DCs are one of the earliest cell types to sense the virus 

through pattern recognition receptors (PRRs), such as toll-like receptors (TLRs), lectins 

and NOD-like receptors [4, 12, 13]. Cross-talk between epithelial cells and sub-mucosal 

DCs involve immunomodulatory cytokines and lead to activation of effector and regulatory 

cells in the lamina propria [4, 13]. It is well known that DCs are important for the 

generation of first-line innate as well as adaptive immune responses [13] during infection. 

Indeed, DCs are involved in the delivery of cognate and non-cognate molecular events as 

well as production of immunomodulatory molecules, such as cytokines and growth factors 

that can overall shape the outcome of T and B lymphocyte responses [13].  

 

The female genital tract in the context of HIV 

The study of the FGT in CSWs is often complicated by numerous difficulties associated 

with ethics and sampling, and therefore studies are often guided by that observed in the 

gastro-intestinal lymphoid tissue (GALT) [14]. The FGT involves the mucous lining of a 

tight epithelial cell (EC) barrier, stratified at the vaginal and ectocervical levels [9]. 

Integrity of epithelial cells could be influenced by pro-inflammatory factors such as tumor 

necrosis factor (TNF) [15] but also by sustained Th17 cell activity [16] in the context of 

early HIV infection. This could affect tight junctions of mucosal epithelial cells, and could 

increase risks of microbial translocation and chronic infection [14], and also facilitate virus 

transcytosis across epithelial cells [15, 17, 18], particularly via the galactosylceramide 

(GalCer) receptor [19]. In fact, although HIV does not productively infect ECs [4], GalCer, 

a glycosphingolipid highly enriched at the luminal pole of epithelial cells, can bind both 

HIV glycoproteins gp120 and gp41 [20], and allows endocytosis by epithelial cells, which 

subsequently transfer the virus to DCs and target cells [4, 21, 22]. HIV has also been shown 
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to be internalized by FGT ECs via gp340, a scavenger receptor, subsequently promoting 

the production of pro-inflammatory thymic stromal lymphopoietin (TSLP) via TLR7 

signaling, which then activates DCs and promotes HIV transmission to CD4+ T cells [23]. 

Although DCs can be infected by HIV, mostly at an immature stage, they express potent 

restriction factors such as SAMHD1 [24] and do not constitute the main target for the virus 

and are rather involved in its transmission to CD4+ T-cells [25]. Sub-mucosal DCs express 

high levels of C type lectins, such as DC-SIGN (CD209), which can bind gp120 [22, 26]. 

This allows internalization of the virus and transfer to CD4+ CCR5+ effector target T-cells, 

either locally or following migration to draining lymphoid organs [27]. 

Using macaque simian immunodeficiency virus (SIV) vaginal-infection models [28, 29], 

numerous infectious foci throughout the FTG were identified early after  infection. It has 

been shown that CCR6+ Th17 cells are the preferential targets of SIV following vaginal 

transmission [28, 29]. These Th17 targets express RORγt, a transcriptional regulator 

required for their generation and differentiation [30, 31]. Th17 cells also express α4β7 

another co-receptor for HIV [32]. Factors such as transforming growth factor (TGF)-β, 

interleukin (IL)-1, IL-6, IL-21 and IL-23 are required for Th17 differentiation [30]. CCR6 

is a major ligand for the chemokine macrophage inflammatory protein-3alpha (MIP-3α 

/CCL20), which is secreted by mucosal epithelial cells and is known to attract immature 

Langerhans cells and DCs [2, 33]. It has been shown that strong doses of SIV in the vaginal 

mucosa caused an increase of the chemokine MIP-3α/CCL20 [21] and recruitment of pDC, 

DCs and macrophages at the cervical epithelium [25]. Early blocking of MIP-3α and pro-

inflammatory cytokines prevented cellular recruitment, establishment of an inflammatory 

milieu, and infection despite repeated intravaginal exposure to high doses of SIV [18, 34]. 

CD4+T cells can also be recruited via MIP-1α/CCL3 and MIP-1β/CCL4, and interferon 

(IFN)-α is an important promotor of their clonal expansion at the vaginal mucosa, and 

subsequently in the blood and secondary lymphoid organs [21]. Establishment of 

systematic infection eventually leads to a massive depletion of sub-mucosa CD4+T cells, 

in particular Th17 cells (CCR4+CCR6+), that is associated with an increased regulatory T 

cell (Treg) profile, leading to an imbalance in the ratio of T effector vs Treg cell populations 

[4, 16, 18, 25].  



 

248 

 

Natural immunity to HIV in the FGT of HESNs 

Numerous genetic variants have been associated with natural immunity to HIV-1 in HESN 

cohorts, several of which have been reviewed elsewhere [4]. Blood and genital mucosal 

factors that constitute a low-inflammatory “immune” profile have also been linked with 

protection in HESNs [4, 35, 36]. Indeed, it has been shown that high levels of anti-

inflammatory and neutralizing proteins, such as anti-proteases are found in the genital 

mucosa of HESN CSWs [4, 6, 35]. HIV-Env reactive immunoglobulins (Igs) have also 

been documented in blood and FGT of HESNs, and will be discussed later in this review. 

Levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-1α, IFN-γ and TNF-α, as well as 

monokine induced by IFN-γ (MIG) and IFN-γ induced protein (IP)-10 chemokines have 

been reported to be lower in cervicovaginal lavages (CVLs) of HESNs when compared to 

HIV-infected CSWs [37, 38]. In fact, production of MIG and IP-10 is induced by 

expression of IFN-γ, and polymorphisms in the IRF-1 regulating IFN-γ were associated 

with protection to HIV-1 [39, 40]. In a Kenyan female CSW cohort, HIV-specific CD4+ 

and CD8+ T-cell responses have been found in both the blood and genital tract of HIV-

uninfected CSWs [41-44].  In these individuals a low activation T-cell profile corresponds 

with a greater ability to proliferate in response to HIV p24 peptides when compared to 

HIV-infected CSWs [45]. Moreover, these studies also described advantageous poly-

functionality of effector T-cells in HESNs.  

Interestingly, we have shown that Beninese HESN CSWs presented higher levels of IFN-

α in their CVLs when compared to HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs 

[46], which could be critical to sustain immune homeostasis, antiviral activity and 

restriction factors such as SAMHD1, APOBEC3, or tetherin in cells at the portal of entry 

for the virus. Indeed, type I interferons are indispensable to protect the host against viruses 

[47], although in uncontrolled situations such as in the context of HIV-infection, type I 

IFNs promote inflammatory responses as well as recruitment of target cells [48]. Type I 

IFNs  induce a myriad of IFN-stimulated genes (ISGs), which have been shown to interfere 

with multiple viruses at various life cycle stages [48]. Type I IFNs can be triggered via 

TLRs 3, 7, 8 and 9  [49], and ssRNA of HIV triggers TLR8 and TLR7 [17, 47]. 

Interestingly, genital epithelial and myeloid cell populations of Beninese HESN CSWs 
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expressed high levels of TLR7  [46]. IL-10, which is known to promote immunoregulatory 

responses was elevated in the CVLs of Beninese HESNs, but a lower than that observed in 

CVLs of HIV-infected CSWs [46]. IL-10 levels are often elevated in the context of HIV, 

unfortunately the overall outcome of excessive IL-10 may well be to sustain chronic 

activation and dysregulation associated with HIV disease progression, and may impede on 

the viral eradication [50-52]. A more modest elevation of IL-10, such as observed for 

HESN CSWs, may be beneficial and promote an immunoregulatory microenvironment 

preventing HIV attempts to establish infection by lowering availability of targets [53]. 

Therefore, IFN-α and IL-10 levels measured in the CVLs of Beninese HESN CSWs likely 

promote a potent antiviral and yet at the same time immunoregulatory profile. 

 

Immunoregulatory cell populations in HESNs 

Studies of the genital immune profile in HESN CSWs suggest that natural immunity in the 

context of HIV-1 may be associated with the host’s capacity to orchestrate dynamics of 

cellular populations to maintain low inflammatory conditions at the initial site of 

exposition. In this view, we recently reported that endocervical myeloid HLA-DR+ cells 

from Beninese HESN CSWs expressed higher levels of IFN-α, TLR7, IL-10 and HLA-G 

than those from both HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSWs. Further 

characterization of these cells in HESNs revealed a CD103+ CD14+ CD11c+ “DC-like” 

population expressing high levels of IFN-α and IL-10 [46], which is reminiscent of the 

recently described tolerogenic profile of “DC-10” [54]. Interestingly, the majority of the 

myeloid CD11c+CD14+IFN-α+IL-10+ cells also expressed HLA-G and ILT-4 [46], as do 

DC-10 [54, 55]. Concomitantly, Beninese HESN CSWs had higher frequencies of 

endocervical regulatory CD4+ T-cells (Tregs) when compared to those from the two other 

groups of women [46], which is consistent with that reported in the blood of Kenyan CSWs 

[56]. Moreover, we found an increased frequency of endocervical Tregs expressing 

programmed cell death protein (PD)-1+, as well as higher intensity of PD-1, IL-10 and 

CTLA expression for both Tregs and type 1 regulatory cells (Tr1) (CD49b+ and LAG-3+) 

[57] in Beninese HESNs [46]. This could be reflective of their ongoing regulatory activity 

[58], which likely confers an advantage to these individuals.  
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Thus, to date, observations on HESNs suggest that natural immunity against HIV involves 

a capacity to induce/maintain strong innate and HIV-specific immune responses, and at the 

same time, regulatory populations such as “DC-10-like”, Treg and Tr1 to help 

control/maintain low inflammatory conditions at the initial site of exposure. Understanding 

how the potent antiviral but regulated inflammatory response observed in HESNs is 

achieved at the initial site of infection is crucial for the development of effective mucosal 

microbicides or vaccines.  

 

The importance of HIV ENV reactive immunoglobulins: Lessons from vaccination 

trials 

Although the induction of broadly neutralizing antibodies (bNAbs) is a main goal in 

vaccination [59], there is growing evidence suggesting that both neutralizing and non-

neutralizing Abs can mediate some level of protection against HIV [60]. Analyses of 

correlates of protection from the RV144 vaccine trial suggested that increased blood 

derived IgG1 and IgG3-mediated Ab dependent cell cytotoxicity (ADCC) activity towards 

HIV ENV V1V2 region was linked with decreased HIV acquisition [61]. Genetic analyses 

demonstrated that RV144 vaccinees bearing HLA class II alleles such as DQB1*06 

presented increased risk of HIV-1 acquisition possibly associated with elevated ENV-

specific IgA interfering with ADCC activity [60, 61]. However, non-neutralizing ENV-

reactive IgA derived from blood memory B-cells of RV144 vaccinees who didn’t bear 

susceptibility HLA alleles, blocked in vitro HIV-1 ENV binding to GalCer and mediated 

in vitro phagocytosis by monocytes expressing FcRα [60]. Raising the possibility that the 

RV144 regimen may have induced a certain level of non-neutralizing, protective IgA in 

some individuals [60]. Albeit, one of these ENV reactive IgA antibodies did not bind to 

the RV144 immunogen, and was possibly derived from a pre-existing B-cell pool, 

expanded by vaccination and possibly microbiota reactive [60], as it has been shown that 

some HIV ENV reactive Abs cross-react with microbiota [62]. 

Samples from mucosal ports of entry were not collected during the RV144 trial and the 

reactivity of mucosal immunoglobulins have not been assessed. The importance of mucosal 

immunoglobulins, in particular IgA, in fighting HIV has been highlighted by vaccination 
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and passive immunization studies [63]. At mucosal sites, IgA is produced in the lamina 

propria by local plasma cells, mainly as dimeric (dIgA) containing a joining J chain. It can 

translocate across epithelial cells to generate luminal secretory IgA (SIgA) via the 

polymeric Ig receptor (pIgR). Mucosal IgA can mediate protection by trapping, 

neutralizing and preventing transcytosis [63]. In 2011, the elegant study by the group of 

Morgan Bomsel had shown that vaccination of non-human primates with HIV gp41 

virosomes induced mucosal IgA and IgG, which prevented systemic invasion following 

vaginal simian-HIV challenge, by blocking transcytosis and by mediating ADCC, 

respectively [64]. The fact that these animals lacked serum neutralizing antibody activity 

highlighted the importance of effector antibodies at the mucosal portal of entry [64].  More 

recently, passive immunization studies showed that rhesus macaques given anti-HIV-1 

neutralizing monoclonal Ab (NmAb) HGN194 as mucosal dIgA2 together with systemic 

IgG1 with the same epitope specificity were completely protected against high-dose intra 

rectal SHIV-1157ipEL-p challenge [65, 66]. Furthermore, the dIgA1 version of the same 

mAb was significantly more protective compared to the dIgA2 version, highlighting the 

importance of characterizing different isotypes of IgA, as they differ predominantly in the 

hinge region and may confer varying effector functions [63]. The fact that these NmAb 

were poorly efficient when used alone implies that inducing mucosal IgA as first-line 

defense in conjunction with immunity against HIV at the systemic level is required to 

prevent virus acquisition [65, 66]. 

 

HIV ENV reactive immunoglobulins in HESNs 

Given the 31% HIV protection conferred by the RV144 vaccine regimen, we were inclined 

to screen sera and genital samples from the Benin CSW cohort for the presence of anti-

HIV trimeric ENV IgG as well as for their potential to neutralize HIV-1 viral particles 

and/or mediate ADCC. Although anti-HIV ENV IgG, neutralizing or ADCC activities were 

detected in samples from HIV-infected CSWs, no such activities were observed in blood 

and CVLs from HESN CSWs [67]. Therefore suggesting that natural immunity may not 

be associated with the production of HIV-specific IgG mediating neutralizing or ADCC 

activities. We and others have detected ENV reactive IgA in HESN individuals, which may 
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help prevent HIV infection [38, 63]. Indeed, it has been shown that HESNs present HIV 

cross-clade neutralizing-IgA in their blood and FGT, which are mostly directed towards 

ENV glycoproteins [68-72]. Furthermore, in a cohort of HESN women from Ivory Coast, 

mucosal IgA were shown to block HIV transcytosis through tight epithelial barriers [73, 

74]. Whether these IgA are generated and maintained in response to frequent HIV 

exposition and/or a contained local HIV reservoir and/or expanded from pre-existing 

microbiota reactive B-cell pools that cross-react with HIV-ENV remains to be established. 

The sole fact that sex-break will eventually lead to seroconversion in HESN CSWs who 

return to sex work,  despite pre-existing HIV-specific responses [75] suggests frequent 

exposition to HIV is required for maintenance of immune populations and their protective 

responses in the mucosal niche.  This could possibly operate via a mechanism analogous 

to that described in the GALT in context of host–microbiota immune “tolerance” system 

[76].  

 

Innate B-cells and BLyS/BAFF in natural immunity to HIV 

Until now, few studies have assessed the nature of B-cells involved in production of Abs 

in the context of natural immunity against HIV. The detailed characterization of the Ig 

repertoire of cervical and systemic B-cells from a Kenyan HESN individual revealed that 

site-specific responses occur with unique regulation of tolerance and recruitment into local 

memory or blast B-cell compartments, and the infusion of systemic post-germinal center 

(GC) B-cells to the cervix seems to be a common event [77]. Further understanding the 

nature and how B-cell populations are solicited to fight against HIV appears important to 

the design of preventive approaches. 

Growing importance is given to innate marginal zone [2] type B-cells in health and disease 

[78]. Indeed, given their location in lymphoid organs and mucosal-associated structures, 

human MZ B-cells constitute early first-line defense against invading pathogens. Although 

the Abs generated from innate B-cells may be important in some circumstances, such as 

with MZ B-cells in the context of encapsulated bacteria [78], in others such as with viral 

infections more refined adaptive Ab responses are also required to eradicate the infection. 

In viral infections, innate populations such as MZ B-cells likely provide a quick efficient 
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first-line response and participate in the development of the adaptive Ab responses. Indeed, 

MZ B-cells can traffic Ag to follicular B-cell areas of lymphoid structures and promote GC 

reactions, where T-cell dependent B-cell class switch recombination (CSR) and affinity 

maturation lead to the production of highly specific Abs with potent neutralizing and 

ADCC effector functions [79]. MZ B-cells are capable of CSR, mostly towards IgG and 

IgA in humans [78]. MZ B-cells express a polyreactive BCR repertoire, which comprises 

usage of the IGHV1-2 gene [80], which product has been shown to take part to HIV-ENV 

reactive broadly neutralizing Abs (bNAbs) such as VRC01 [81]. Moreover, human MZ B-

cells have been shown to naturally bind to fully glycosylated gp120 via surface lectins, and 

in the presence of BLyS/BAFF subsequently produced polyreactive IgG and IgA, of which 

a fraction recognized gp120 [82]. 

 BLyS/BAFF is highly recognized for its role in B-cell ontogenesis, as well as cell fate 

decision towards the innate MZ B-cell pool [78, 83]. Interestingly, repeated treatment of 

mice with BLyS/BAFF increased their MZ B-cell compartment, and generated an 

increased response to ENV immunization and bNAbs [84]. Although the capacity of MZ 

B-cells to bind gp120 suggest they could possibly transfer HIV, it is unlikely that they get 

infected by the virus. Indeed, despite the fact that HIV has been shown to replicate in CD40 

stimulated B-cells in vitro [85], the virus has not yet been convincingly shown to infect or 

replicate in B-cells in vivo [86]. Moreover, our HiSeq gene expression analysis of MZ B-

cells reveals relatively high levels of viral restriction factors such as SAMHD1 

(unpublished). 

Previous reports by us and others demonstrated that BLyS/BAFF expression is increased 

in the context of HIV disease, and not fully restored following therapy [87, 88]. This is 

likely due to direct and indirect factors associated with HIV infection. Indeed, soluble HIV-

Nef can directly modulate BLyS/BAFF membrane expression and soluble release by 

monocyte derived DCs [89], and HIV-ENV has been shown to upregulate BLyS/BAFF 

expression by macrophages [82]. Furthermore, BLyS/BAFF has been shown to be directly 

induced by type I IFNs [90, 91]. Elements of microbial translocation, such as LPS are also 

known to up-regulate BLyS/BAFF expression and release [89, 92]. 
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We have previously shown that BLyS/BAFF overexpression in blood of HIV-infected 

progressors coincides with hyperglobulinemia and increased frequencies of IL-10 

expressing precursor-like MZ B-cells [51, 87], which HiSeq gene expression analyses 

reveal several dysregulated genes (unpublished). We also found overexpression of 

BLyS/BAFF and increased frequencies of precursor-like MZ B-cells in the blood of HIV-

infected CSWs from Benin [93]. Elevated BLyS/BAFF levels likely favor expansion, 

activation and dysregulation of innate B-cell populations such as MZ, contributing to the 

over-representation of polyreactive and auto-reactive Abs [94] at the expense of eradicative 

anti-HIV Ab responses. Interestingly, cumulating evidence point to the fact that increased 

BLyS/BAFF and dysregulated B-cells sharing similar features with the precursor-like MZ 

B-cells we identified in the blood of HIV-infected individuals are a common trait of chronic 

inflammatory diseases [95]. 

In contrast to that observed in HIV-infected progressors, both blood BLyS/BAFF levels 

and frequencies of precursor-like MZ B-cells remained unaltered in HIV-infected Elite-

Controllers (EC) [51, 87]. Rather, frequencies of more mature MZ B-cells were found to 

be decreased in blood, implying that their recruitment to periphery, as suggested by their 

elevated migratory potential [96], may be involved in control of HIV disease progression. 

Although the mechanisms conferring natural immunity against HIV remain to be 

elucidated, we hypothesize they may share some similarities with than we observed in EC. 

Accordingly, in the Benin cohort, plasma and cellular BLyS/BAFF levels were 

significantly lower in the blood of HESN CSWs when compared to those measured in HIV-

infected CSWs and HIV-uninfected non-CSW women [93]. These low BLyS/BAFF levels 

are consistent with the low-inflammatory response we have previously described in these 

individuals [38], and may be linked to the modulation of the intracellular machinery 

leading to BLyS/BAFF expression and/or release. As to whether they are related to 

advantageous genetic polymorphisms remains to be established. Frequencies of precursor-

like MZ B-cells remained unaltered in HESNs when compared to HIV-infected CSWs [93]. 

However, as for EC, frequencies of more mature MZ B-cells were decreased in their blood 

when compared to HIV-uninfected non-CSWs [93]. It is conceivable that these cells are 

recruited to the periphery, where they generate first-line responses against HIV. Moreover, 
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given their propensity for B regulatory potential [51] they could also contribute to the 

maintenance of low inflammatory conditions observed in HESNs. Furthermore, since MZ 

B cells promote GC reactions, it is likely that they also participate in the development of 

adaptive B-cell responses against HIV. Therefore, immunomodulation of BLyS/BAFF 

levels and innate MZ-like B-cell populations may benefit to mucosal preventive devices 

viewed to produce a rapid and potent first line antiviral immune response at the initial site 

of exposure, and which could be combined with refined adaptive immunity. Understanding 

the dynamics of BLyS/BAFF and its role in homeostasis of immune responsiveness 

appears pivotal to the design of vaccine strategies soliciting first-line B-cell responses. 

Based on our observations, the capacity to contain BLyS/BAFF expression levels seems 

concomitant with natural immunity against HIV, whereas excessive BLyS/BAFF may 

promote immune dysregulation and disease progression.  

 

Concluding remarks 

As pictured in Figure 1, natural immunity to HIV in HESN CSWs likely implies a strong 

capacity to generate efficient anti-viral responses and at the same time to prevent excessive 

inflammation. It likely involves orchestration of first-line innate immune responses in 

conjunction with matured high affinity adaptive responses, which is expected to operate at 

cervico-vaginal mucosal sites, which are ports of entry and replication for the virus. 

Regulatory DC-10-like, Treg, Tr1 and possibly Breg cells locally contribute to the 

maintenance of a low-inflammatory genital milieu. This allows balanced responses from 

effector populations. The fact that BLyS/BAFF levels are contained helps to maintain the 

integrity of innate, possibly MZ-like, B-cell responses. The latter which, likely produce 

IgG and/or IgA capable of binding to HIV Env.  

Understanding the nature and how immune populations are recruited and maintained within 

mucosal niche to fight HIV is important to the design of effective preventive/therapeutic 

approaches. This is critical, especially for innate first-line B-cell populations, such as MZ, 

which do not generate memory, and possibly require a frequent degree of Ag exposure to 

be maintained in the mucosal niche. This suggests any protective device soliciting first-

line responses, will likely require frequent boosting to the vaccine regimen.  
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