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Résumé

La majorité des infections par le VIH sont acquises hétérosexuellement surtout chez les
femmes en Afrique subsaharienne. Le tractus génital féminin (TGF) est la principale porte d’entrée
pour le VIH et joue un role important dans la défense de I’organisme. De concert avec les cellules
épithéliales, les cellules dendritiques (DC) aident a maintenir une balance immunitaire entre
tolérance et inflammation. Dans un groupe de travailleuses du sexe (CSW) a Cotonou, au Bénin,
des femmes (CSW > 8 ans) ont ét¢ identifiées comme hautement exposées séronégatives (HESN).
La fréquence de populations cellulaires my¢loides de type Monocytes-Derived Dendritic Cells
(MoDC) présentant un potentiel antiviral et « tolérogénique/régulateur » est augmentée au niveau
du TGF des HESNSs et les monocytes pourraient étre impliqués dans leur génération. Les résultats
de RNA-seq sur les monocytes totaux permettent de constater une augmentation de geénes associ€s
a des fonctions effectrices, de protection/contrdle de I’infection et de régulation chez les HESNs
comparé aux controles (2,5-5 années CSWs HIV- « early HESN », CSWs HIV" et des femmes de
la population générale Non CSWs HIV-). Les résultats de cytométrie en flux (FACS) démontrent
une proportion élevée de non-classiques comparé aux autres sous-populations de monocytes
sanguins, exprimant davantage de molécules effectrices et régulatrices, suggérant un lien avec les
MoDCs tolérogéniques observées. Cinq individus ont séroconverti et ont présenté des
modifications bien avant la séroconversion, soit une diminution de B-chimiokines et des IgG anti-
gp4l dans le compartiment sanguin et mucosal du TGF. Un bris du profil «

tolérogénique/régulateur » pourrait donc favoriser la séroconversion.

Mots-clés : VIH, résistance, highly exposed seronegative (HESN), travailleuses du sexe,

séroconversion, monocytes, fonctions effectrices, fonctions régulatrices, chimiokine.
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Abstract

Most HIV infection are acquired through heterosexual intercourse, mostly in women in
subsaharian Africa. The female genital tract (FGT) is the principal portal of entry for HIV and
plays a critical role in host defense. Together, epithelial cells and dendritic cells (DC) help maintain
immunological balance between inflammation and tolerance. In a group of commercial sex worker
(CSW) from Cotonou, in Benin, women (CSW 8 > years) have been identified as HIV-1 highly
exposed seronegative (HESN). The frequency of myeloid cell populations alike to Monocytes-
Derived Dendritic Cells (MoDC) presenting an antiviral potential and a tolerogenic/regulating
profile were increased in FGT of HESNs and their monocytes could be implied in their generation.
The RNA-seq results on total blood monocytes show an increase expression of genes associated
with effector, protection/control of HIV infection and regulation functions in HESNs compared
with control groups (2,5-5 years CSWs HIV- « early HESN », CSWs HIV" and women from general
population Non CSWs HIV-). Our flow cytometry (FACS) results show an elevated frequency of
non-classical compared with other sub-populations in blood monocytes, expressing more effector
and regulator molecules, suggesting a link with observed tolerogenic MoDCs. Moreover, five
individuals have seroconverted and presented modifications before seroconversion such as lower
levels of B-chemokines and anti-gp41 IgG in blood and mucosal compartments in the FGT. A break

of this “tolerogenic/regulating” profile could favor seroconversion.

Keywords: HIV, resistance, highly exposed seronegative (HESN), commercial sex worker (CSW),

seroconversion, monocytes, effector functions, regulator functions, chemokines.
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Chapitre 1

Introduction

L’infection au virus de I’immunodéficience humaine (VIH) -1 reste, encore a ce jour, un
probléme de santé publique majeur et 37,7 millions de personnes vivaient avec le VIH dans le
monde en 2020. Cela représente une augmentation par rapport aux années précédentes, mais qui
s’explique par la grande amélioration de ’accessibilité aux traitements antirétroviraux (ART)
également grace a une diminution des taux de mortalité¢ et de morbidité chez les personnes
infectées. Heureusement, le nombre de nouvelles infections lors des derni¢res années a grandement
diminué et, en 2020, on dénombrait 1,5 million de nouvelles infections dans le monde
principalement grice aux campagnes de prévention en matiere de relations sexuelles, de drogues
et de grossesses. Toutefois, le 2/3 des individus séropositifs vivent en Afrique subsaharienne. Dans
cette région, la majorit¢é des nouvelles infections sont acquises chez la femme de maniere
hétérosexuelle. Dans certains pays de cette région, 1’égalité entre les sexes n’est pas totalement
atteinte et les femmes peuvent subir une certaine subordination en matiére de rapports sexuels
comme l’interdiction d’utiliser des préservatifs ce qui leur permettrait de diminuer les risques
d’acquisition du virus. Dans cette région, il y a de plus forts taux de travailleuses du sexe et la
prévalence du VIH chez ces femmes est de 39%. Elles représentent une population dite vulnérable
a I’infection puisqu’elles ont 26 fois plus de chances d’étre infectées que la population normale.
De plus, I’acceés aux ART est restreint, ce qui n’aide pas a I’éradication de I’infection (1). Il est
donc primordial de trouver des stratégies préventives fiables et efficaces afin de prévenir les cas de

nouvelles infections.

L’ immunité du compartiment systémique est différente de celle présente dans le compartiment
génital soit au site initial de I’infection. Ce contraste entre les deux compartiments pourrait
expliquer, en partie, les nombreuses difficultés rencontrées dans 1’¢laboration de stratégies
préventives et thérapeutiques pour lutter contre I’infection virale (2-4). Chez la femme, le tractus
génital féminin (TGF) joue un réle important dans la défense de I’organisme contre les pathogenes

tout en maintenant une tolérance a la flore commensale (5-7). Malgré les efforts considérables
1



déployés pour comprendre I’infection au VIH, certains mécanismes se déroulant dans la muqueuse
vaginale doivent encore étre élucidés, étant donné son role critique dans I’infection étant la

principale porte d’entrée pour le virus.

Notre laboratoire étudie une cohorte de travailleuses du sexe a Cotonou, au Bénin, en Afrique
subsaharienne. Dans cette cohorte, un groupe de femmes hautement exposées demeurent
séronégatives (HESN), et ce malgré plus de sept ans de travail sexuel actif. Ces femmes sont dites
« résistantes » a I’infection et d’autres groupes d’HESNs ont été répertoriés dans d’autres cohortes
(8, 9). Elles représentent un modele d’immunité naturelle contre le VIH et offrent I’opportunité de
caractériser certains facteurs associés a la sensibilité ou a la résistance a I’infection pouvant étre

utilisés pour le développement de stratégies préventives.

Pour ce faire, nous utilisons des échantillons provenant des HESNs que nous comparons a trois
populations contrdles soit des femmes de la population normale béninoise non-travailleuses du
sexe et non-infectées, des femmes travailleuses du sexe non infectées et des femmes travailleuses

du sexe infectées au VIH.



1 Le Virus de PImmunodéficience Humaine

1.1 Origine et découverte

Au cours de I’année 1981, plusieurs médecins américains rapportent une augmentation de
cas de maladies opportunistes tels que la pneumonie & Pneumocystis carinii et certains cancers
rares comme le sarcome de Kaposi (10, 11). Plusieurs de ces cas s’accompagnaient également
d’une lymphadénopathie persistante caractérisée entre autres par une diminution des fréquences et
nombres absolus de lymphocytes T exprimant le cluster de différenciation (CD) -4, T CD4", dans
le sang périphérique. Ces observations ont permis de faire le lien entre les différentes
manifestations de la maladie et sa cause (12). Ces augmentations d’infection sont tout d’abord
relevées dans la communauté homosexuelle masculine, puis chez les utilisateurs de drogues
injectables, les hémophiles et les personnes ayant recu des transfusions sanguines, permettant de
soupconner que I’agent causal pourrait étre de nature virale (13). Au cours de I’année suivante, les
premiers cas chez des enfants sont observés (14). L’augmentation du taux de mortalité relié a ces
infections dans un court laps de temps force le Center for Disease Control (CDC) d’Atlanta a
investiguer. Ce n’est que I’année suivant I’apparition des premiers cas, lors du dépot du rapport
fait par le CDC, que la maladie sera nommée officiellement comme étant le syndrome de

I’immunodéficience acquise (SIDA) (15).

En 1983, des chercheurs de I’Institut Pasteur a Paris déclarent avoir isolé 1’agent causal du
SIDA a partir du ganglion d’un patient atteint d’adénopathie. Cet agent sera nommé plus tard par
le comité international de taxonomie des virus comme étant le virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) (16). Cette découverte vaudra au Dre Barré-Sinoussi et a son mentor le Dr

Montagnier, le prix Nobel de médecine en 2008 (17, 18).

Quelques années plus tard, en Afrique de 1’Ouest, une autre forme de VIH sera découverte.
Sur la base des caractéristiques génétiques et virologiques, le VIH sera divisé en deux types soit
VIH-1 et VIH-2. Le VIH de type 1 proviendrait des chimpanzés d’Afrique centrale porteurs du
virus de I'immunodéficience des chimpanzé (SIVcpz) (19). Tandis que le VIH de type 2
proviendrait des Singes verts mangabeys d’Afrique de 1’Ouest (SIVsm). Les multiples transferts

zoonotiques ont permis un transfert inter-espéce de ce virus générant deux souches virales



distinctes. De plus, le type 1 est divisé en quatre sous-groupes soit M (Major), N (Non-M, Non-0),
O (Outlier) et P (Pending the identification of further human cases). Le groupe M est celui qui est
responsable de la pandémie actuelle. Il regroupe 11 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K, CRF
(Circulating Recombinant Forms), URF (Unique Recombinant Forms)), quant au VIH-2, il est
divisé en 8 sous-groupes allant de A a H (20, 21). Le VIH-2, qui a un taux de transmission faible,
restreint son infection a 1’Afrique de 1’Ouest (22). Nous continuerons 1’¢tude du type 1 dans ce

mémoire et nous y référerons donc comme étant le VIH pour la suite.

1.1.1 Structure morphologique et génomique

Le VIH est un virus de la famille des Retroviridae et du genre lentivirus dont la particule
virale mesure environ 100 nm de diamétre (23). Ce virus posséde une enveloppe composée d’une
bicouche de phospholipides provenant de la membrane cellulaire de son hote, qu’il acquicre lors
de son bourgeonnement hors de la cellule. Lorsque le virus est mature, il posséde a sa surface des
glycoprotéines de surface (SU, gp120) liées de facon non covalente, habituellement a un trimere
de glycoprotéines transmembranaires (TM, gp41) (24). L’enveloppe recouvre la matrice virale

(MA, p17) qui recouvre, quant a elle, la capside protéique de type conique (CA, p24) (voir figure
1)(25).

A Dintérieur de la capside réside le génome viral composé de deux simples brins identiques d’ARN
a polarité positive associés a des nucléocapsides (NC, p7) qui agissent comme stabilisateurs des
deux brins (26). Le génome viral est encadré d’une séquence terminale longue répétée (LTR), qui
sont des séquences permettant au virus, une fois rétrotranscrit (voir section 1.3), de s’insérer dans
le génome cellulaire (27). Sur chacun des brins d’ARN, on compte 3 genes structuraux codant pour
les protéines Gag (group-specific antigen), Pol (polymerase) et Env (enveloppe virale). Ces
derniéres peuvent étre clivées par une des composantes du gene pol, la protéase, afin de générer les
protéines de structure et des enzymes matures fonctionnelles. Le gene gag code pour les protéines
externes du noyau soit MA, CA, NC et pour la protéine de stabilisation de I’acide nucléique (P6)
(28). Le gene env code pour la polyprotéine précurseur gpl60 qui, une fois clivée par la protéase
cellulaire, génere la protéine membranaire gp120 et la protéine transmembranaire gp41 (29). Le
gene pol code pour les enzymes nécessaires au bon fonctionnement de la réplication virale telles

que la protéase (PR, p11), la transcriptase inverse (RT, p66/p51) et I’intégrase (IN, p31) (30).



De plus, le génome viral comprend des geénes accessoires tels que rev (regulator of virion
expression), vpu (viral protein U), vif (viral infectivity factor), vpr (viral protein R) et des geénes

régulateurs tels que tat (transactivator of transcription) et nef (negative factor) (31).

A) Génome du VIH-1
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B) Virion du VIH-1
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Figure 1. Structure morphologique et génomique du VIH-1.
A) Représentation schématique du génome du VIH-1, comprenant les génes gag, env, pol,
tat, rev, vpu, vif, vpr et nef. B) Cette représentation est suivie d’une autre portant sur la
structure d’une particule virale mature du VIH-1 ainsi que son matériel génétique. Cette
image met en évidence le lien entre les geénes et les structures morphologiques qu’ils
encodent telles que les glycoprotéines de surface, ses protéines accessoires et de structure.
Cré¢ a partir de BioRender.com et basé sur (32).



1.1.2 Cycle de réplication

Le cycle de réplication du VIH, tel que résumé dans la figure 2 ci-dessous, comprend de
nombreuses €tapes qui peuvent étre regroupées en deux grandes phases. La premiére est appelée
phase précoce et regroupe les étapes commengant par I’attachement du virus a sa cellule cible
jusqu’a P’intégration de son génome dans celui de son hote. La deuxiéme phase, dite tardive,
comprend les étapes de régulation de I’expression du VIH et se termine par la maturation des

virions et leur bourgeonnement a 1’extérieur de la cellule.

Au cours des derniéres années, 1’étude du cycle réplicatif a permis de développer plusieurs
agents antirétroviraux ciblant différentes étapes du cycle. Ces agents thérapeutiques ont amélioré
la qualité de vie des personnes atteintes par le VIH et augmenté leur espérance de vie, sans toutefois

les guérir.

1.1.2.1 La phase précoce

La phase précoce débute avec ’attachement du virion a la cellule cible. Ainsi, la premicre
liaison spécifique de cette phase se produit entre la glycoprotéine de I’enveloppe gp120 et le
récepteur cellulaire CD4. Cette interaction engendre un changement de conformation des deux
molécules de surface et permet le recrutement d’un co-récepteur cellulaire, soit le récepteur C-C
chimiokine (CCR) de type 5, CCRS5, ou le récepteur C-X-C chimiokine (CXCR) de type 4, CXCRA4.
L’utilisation de I’un ou ’autre de ces co-récepteurs détermine le tropisme du VIH: celle ciblant
CCRS est dite RS et peut infecter les lymphocytes T, monocytes et les macrophages tandis que
celle ciblant CXCR4 est dite X4 et peut infecter préférentiellement les lymphocytes T. 1l est aussi
possible qu’une souche du virus ait un tropisme mixte et puisse utiliser les deux types de co-
récepteurs. Le recrutement d’un co-récepteur provoque un changement de conformation de la
gpl120 et de la gp41 permettant I’exposition de la partie hydrophobe de cette derniere et donc son
interaction avec la membrane cellulaire. Cette liaison finale engendre la fusion de la membrane

cellulaire avec I’enveloppe virale, permettant ainsi I’entrée de la capside dans la cellule (33-35).

L’attachement du virus et la fusion de sa membrane est suivi rapidement par la
décapsidation et la libération de son contenu dans le cytoplasme de la cellule. Lors de cette étape,
le virus est progressivement désassemblé et le complexe RT est formé, permettant la rétro-

transcription de son matériel génétique. Ce complexe nécessite la présence d’une amorce a ARN
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de transfert lysine (ARNt"®) afin de débuter la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN double
brin encadré a chaque extrémité des LTRs (36). Un provirus est alors formé et le complexe de
transcription inverse est désassemblé. Certaines des protéines du complexe se réassemblent avec
des protéines cellulaires pour former le complexe de préintégration (PIC) (37). Par la suite, ’ADN
viral double brin est acheminé avec le PIC vers le noyau cellulaire via des microtubules en passant
par les pores nucléaires. Ainsi, le provirus peut s’ insérer dans I’ADN cellulaire a la suite de 1’action
de I'intégrase qui clive ’ADN. Finalement, la machinerie cellulaire réparera les cassures dans
I’ADN causées par le processus d’intégration, permettant ainsi 1’intégration définitive de I’ADN

viral dans le génome cellulaire (38).

1.1.2.2 La phase tardive

Une fois le génome viral intégré, le provirus peut entrer en latence ou bien commencer la
transcription, a I’aide de I’ARN polymérase 11, afin de former de nouvelles particules virales. La
régulation de cette transcription est faite par le promoteur du VIH situé dans la région 5’ LTR. Lors
de la transcription initiale, il est uniquement possible de traduire les protéines régulatrices
transactivator of transcription (Tat) et regulator of virion expression (Rev) ainsi que la protéine
negative factor (Nef). Cela s’explique par le fait que ces protéines sont issues d’ARN messager
(ARNm) fortement €pissés. Tat se lie a une région du transcrit naissant d’ARN en forme d’épingle
a cheveux appelée Trans-Activating Response element (TAR) ce qui permet le recrutement du
cofacteur de transcription cellulaire positive Transcription Elongation Factor (pTEFb). Cela
formera un complexe qui permettra 1’¢longation du transcrit d’ARNm. La protéine Rev permet
d’exporter les ARNm, partiellement ou non épissés, du noyau au cytoplasme en passant par les
pores nucléaires. Pour effectuer son action de régulation du taux d’exportation, elle se lie au Rev-
Responsive Element (RRE), qui est une région spécifique de I’ARNm, formant ainsi un complexe
qui interagira avec la machinerie d’exportation cellulaire. La protéine Nef, quant-a-elle, permet
I’acheminement des ARNm viraux vers 1’appareil trans-Golgien, les endosomes ou les lysosomes.
Cette protéine produite en abondance agit également comme facteur de restriction pour les

protéines cellulaires serin incorporator (SERINC) -3 et -5.

Suite a la transcription et a la production de I’ensemble des protéines virales, I’assemblage
des virions se produit au niveau de la membrane plasmique. Pour ce faire, la protéine virale Vpu

permet 1’adressage des protéines de 1I’enveloppe tandis que la protéine viral infectivity factor (Vif)
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orchestre les étapes finales de I’assemblage du virion. Par la suite, la protéine virale Gag interagit
avec les ARN viraux et la membrane pour permettre leur encapsidation dans un nouveau virion.
Parall¢lement, la protéine codée par le géne Env est synthétis¢é en gpl60 dans le réticulum
endoplasmique, puis clivé dans 1’appareil de Golgi en gp120 et gp41 pour finalement étre exporté
et ancré dans la membrane plasmique. A ce moment, le processus de bourgeonnement est initialisé
et le virion amorce sa sortie de la cellule en recrutant des protéines cellulaires qui effectueront la
scission membranaire et permettront la libération des virions. Une fois sorti de la cellule, le virion
subira une derniére maturation grace a des protéases virales ce qui permettra d’achever sa

maturation et le rendra infecticux.

Maturation
et relache

Cytoplasme

i
Assembl
sidation.\ @ ssemblage

Encap

de I'ARN virale
Noyau

ARN viral .

@ Rétro- /f' w
\ transcription ( @ Transcription \_/

@ Traduction
ADN viral “-/L ’\jm'\’ (J“\/-\
g / \
Intégration

Figure 2. Cycle de réplication virale du VIH-1.

1) Les glycoprotéines de 1’enveloppe du VIH-1 se liant a un récepteur CD4 puis a I’un des
deux corécepteurs soit CCR5 ou CXCR4 d’une cellule cible. 2) Suite a cette liaison, la
membrane plasmique fusionne ce qui permet de libérer le matériel génétique du virus dans
le milieu de la cellule. 3) L’ARN viral est rétro-transcrit afin d’obtenir un brin d’ADN viral
qui pénetre dans le noyau. 4) L’ ADN viral est par la suite intégré a I’ADN de la cellule hote.
5) L’ADN viral est transcrit en ARNm et exporté hors du noyau cellulaire pour étre traduit
en protéines virales. 7) Ces protéines sont ensuite assemblées et un nouveau virion peut alors
sortir de la cellule par bourgeonnement. 9) Le virion terminera ses dernieres étapes de
maturation lors de son relachement hors de la cellule. Créé a partir de BioRender.com et basé
sur (39)



1.1.3 Pathogenése du VIH-1 et SIDA

Selon le Programme commun des Nations Unies sur le VIH/sida (ONUSIDA) en 2019, 38
millions de personnes vivaient avec le VIH a travers le monde dont 1,7 million de personnes
devenues nouvellement infectées. La majorité des nouvelles infections sont acquises par relation

hétérosexuelle. Parmi ces nouveaux cas, les femmes d’Afrique subsaharienne en représentaient

59% (1).

1.1.3.1 La transmission et les facteurs de risques

La transmission du VIH peut s’effectuer de trois facons différentes : la transmission
sexuelle ou mucosale, la transmission par voie parentérale et la transmission mere-enfant. La
transmission par voie sexuelle ou mucosale est la plus fréquente et s’effectue via les muqueuses
vaginales, rectales ou au niveau du prépuce du pénis a la suite d’une exposition au sperme ou au
fluide vaginal d’un(e) partenaire infecté(e) (40, 41). La transmission par voie parentérale est celle
qui s’effectue par voie d’inoculation intraveineuse de sang contaminé lors d’une transfusion
sanguine ou I’exposition a des outils médicaux contaminés. Ce mode de transmission s’effectue
principalement par inoculation sous-cutanée via 1’utilisation de seringues contaminées par les
utilisateurs de drogues injectables (40). Dans le cas de la transmission meére-enfant, elle peut se
produire lors de la grossesse, de I’accouchement ou de 1’allaitement (42). Etant donné que la
transmission par voie mucosale est la plus répandue, nous nous concentrerons sur celle-ci et plus

particulierement dans celle acquise par voie vaginale.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la transmission du VIH. Parmi les facteurs de risque
comportementaux les mieux documentés, on compte : le nombre de partenaires sexuels, le début
précoce de I’activité sexuelle (avant 14 ans) et 1’absence ou la mauvaise utilisation de condom (6).
Plusieurs pratiques vaginales telles que I’utilisation de produits hygiéniques pour nettoyer ou lors
de pratiques sexuelles peuvent modifier I’environnement intravaginal le rendant plus susceptible a
I’acquisition du VIH (43, 44). Parmi les risques biologiques les plus probants, on retrouve la
présence de vaginose ou d’infections transmissibles sexuellement (ITS), la charge virale élevée du
partenaire sexuel accompagnée d’un compte faible de lymphocytes CD4 de 1’hdte et possiblement

le tropisme du virus (6).



1.1.3.2 L’évolution clinique de I’infection par le VIH

La pathogenése du VIH se divise en trois phases qui se succeédent soit la phase aigiie, la
phase chronique, puis la phase SIDA. Dans le cas classique, la progression de 1’infection en phase
SIDA peut prendre de 8 a 10 ans (45) (figure 3). Dans certains cas, la progression peut varier en
temps selon le type de progresseurs tels que les progresseurs rapides (section 1.5.1) et les

progresseurs lents (section 1.5.3).

1.1.3.2.1 La phase aigiie

La phase aigiie, ou primo-infection, correspond a la période qui suit ’entrée du VIH et sa
dissémination dans I’organisme. Dans la majorité des infections, le virus fondateur de tropisme RS
pénetre par les muqueuses (46). Il peut alors se lier aux cellules présentes dans les tissus
lymphoides associés aux muqueuses (MALT) soit : cellules épithéliales, cellules dendritiques
(DC), cellules de Langerhans (LC) et macrophages ou infecter les lymphocytes T CD4" (47, 48).
Ce premier contact avec le virus provoque la production de facteurs et de cytokines visant a contrer
I’invasion virale via I’activation d’une réponse immunitaire. Ce mécanisme permet le recrutement
des DCs plasmacytoides (pDC), des DCs myéloides (mDC) et des lymphocytes T CD4" activés au
MALT augmentant ainsi la quantité de cellules cibles pour le virus (49). Cette expansion clonale
des lymphocytes T CD4" produit un foyer d’infection augmentant ainsi la concentration du virus
dans le milieu nécessaire a la dissémination systémique. Par la suite, le virus libre ou 1i¢ aux DCs
est acheminé aux ganglions drainants lui permettant ainsi d’atteindre davantage de lymphocytes T
CD4"CCR5" activés ainsi que les lymphocytes T CD4" naifs et quiescents, permettant
I’établissement de réservoirs viraux (40, 50, 51). A partir des ganglions drainants, le virus migre
en périphérie puis vers la muqueuse intestinale, plus précisément au niveau des tissus lymphoides
associés aux intestins (GALT) qui regroupent une grande partie des lymphocytes T CD4" du corps
(52) dont 50% expriment le corécepteur CCRS, expliquant la déplétion rapide de ce type cellulaire
en début d’infection (53, 54). La phase aigiie est aussi caractérisée par une déplétion des
lymphocytes T CD4" dans le sang périphérique et la production des immunoglobulines (Ig) de
types G, IgG, spécifiques au VIH (2, 41). Vers la fin de la phase aigiie, la réponse humorale agissant
de concert avec ’action des lymphocytes T CD8" cytotoxiques ciblant les lymphocytes T CD4*

infectés permet la stabilisation de la réplication virale et un rétablissement partiel des populations
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de lymphocytes T CD4" circulants, mais pas dans les muqueuses (55, 56), marquant ainsi I’entrée

dans la phase chronique de I’infection.

Cette phase se caractérise par une charge virale élevée (57), soit 10° a 107 copies d’ARN
viral/ml de sang pouvant causer des symptomes apparentés a ceux de la mononucléose tels que :
adénopathies, myalgies, céphalées, fievre et autres symptomes grippaux (58, 59). Cette phase

symptomatique dans 50-70% des cas peut durer de quelques jours a quelques semaines.

1.1.3.2.2 La phase chronique

La phase chronique correspond a la période suivant le pic viral et la stabilisation de la
virémie qui persiste tout au long de cette phase. Pendant cette période, le virus continue a se
répliquer graduellement et acquiert de plus en plus de mutations qui lui permettent de s’adapter
aux lymphocytes T (53). Dans la moitié¢ des cas de patients infectés par le VIH-1 de clade B, le
virus mute et acquiert la capacité d’utiliser le deuxieéme co-récepteur, CXCR4, et donc d’avoir des
virus de tropisme X4 (60). Cette faible augmentation continue de la charge virale entraine, a la
longue, une suractivation du systéme immunitaire pour combattre le virus, provoquant un
phénomeéne d’épuisement immunitaire rendant 1’hdte plus susceptible aux infections opportunistes
(46). Elle est aussi caractérisée par la perte progressive des lymphocytes T CD4" dans les
mugqueuses et en périphérie, déja présente en phase aigiie, qui mene a la déplétion cellulaire puis a
I’épuisement du systéme immunitaire (53). A ce stade, la réponse immunitaire est perturbée et les
cellules sont activées par des causes multiples dont des agonistes, des protéines virales, des produits

de translocation bactérienne ou des cytokines pro-inflammatoires (40).

Cette phase chronique de I’infection est asymptomatique et peut étre qualifiée de latence
clinique. Elle est d’une durée variable selon le type de progression, mais, sans traitement, elle peut

s’échelonner sur une période de 8 a 10 ans en moyenne (45).

1.1.3.2.3 La phase SIDA

Le syndrome de I’immunodéficience acquise est 1’étape ultime de I’infection au VIH. Il est
diagnostiqué lorsque le taux sanguin de lymphocytes T CD4" est inférieur a 200 cellules/uL (61).
Ce taux s’accompagne d’une charge virale tres élevée et de 1€sions graves des tissus lymphoides
dues a une inflammation chronique et une suractivation prolongée du systéme immunitaire (53).
En absence de traitement, la maladie évolue rapidement et meéne a la mort en 8 a 10 mois suivant
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le diagnostic. Pendant cette période, le patient atteint du SIDA peut étre la proie d’infections et/ou

de réactivations bactériennes (tuberculose, listériose, pneumonie), fongiques (candidose),

parasitaires (toxoplasmose, pneumonie a Pneumocystis carinii) ou virales (cytomégalovirus, virus

du papillome humain, virus de I’herpés simplex, virus Epstein-Barr). Certains patients

développeront aussi des formes rares de cancers comme le sarcome de Kaposi, les lymphomes non-

hodgkiniens et le carcinome cervical invasif. Finalement, des problémes de défaillances

systémiques peuvent survenir en lien ou non avec des maladies opportunistes tels que des

problémes neurologiques (démence), cardiaques (endocardite, athérosclérose) et pulmonaires

(emphyséme) (62, 63).
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Figure 3. Phase clinique d'une infection au VIH-1.

Lors d’une infection au VIH-1 non traitée, la charge virale (ligne rouge) augmente
considérablement lors de la premicre phase de I’infection, soit la phase aigiie, faisant chuter
le compte de lymphocytes T CD4" sanguin (ligne bleue) et le compte de lymphocytes du
GALT (ligne verte). Les lymphocytes du GALT s’épuisent rapidement et le compte continu
de descendre, et ce pendant les trois phases de 1’infection. Suite a une réponse de [’hdte pour
combattre I’infection, la réplication virale diminue vers la fin de la premiére phase et les
lymphocytes du compartiment sanguin, quant a eux sont partiellement restaurés. Lorsque la
charge virale se stabilise apres la primo-infection, il s’agit alors d’un point d’équilibre appelé
set point (ligne pointillé). Lors de la deuxiéme phase, les lymphocytes du compartiment
sanguin se remettent a diminuer progressivement, dii & 1’augmentation graduelle de la
virémie. L’individu infecté entre en phase SIDA lorsque les lymphocytes T CD4" sont
compleétement épuisés et son systéme immunitaire se retrouve dans 1’incapacité de controler
les comorbidités et/ou infections opportunistes. Créé a partir de BioRender.com et basé sur
(42)
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1.1.4 Les types de patients (progresseurs)

Les patients infectés par le VIH peuvent étre divisés en trois catégories selon leur charge

virale et la durée de temps avant d’entrer en phase SIDA.

1.1.4.1 Progresseurs rapides

Les progresseurs rapides sont caractérisés par une évolution rapide de la maladie atteignant
la phase SIDA a Dintérieur de 2 a 3 ans en général en passant par une courte période
asymptomatique, voire absente pour certains. Ils représentent 10-15% des personnes séropositives
(45, 64). 1Is possedent habituellement plusieurs souches virales différentes de tropisme X4, rendant
la dissémination du virus dans le corps plus efficace et donc plus rapide. Cet accroissement de la
virémie fait donc chuter rapidement le compte de lymphocytes T CD4" (65). Les progresseurs
rapides démontrent une faible activité de neutralisation par les anticorps (Ac), un délai dans la

réponse cytotoxique (66) et une augmentation de plusieurs facteurs inflammatoires (67).

1.1.4.2 Progresseurs classiques

La majorité des personnes infectées par le VIH, soit environ 70-80% de la population
atteinte, vont présenter une progression dite classique de la maladie. Ces individus conservent un
taux de lymphocytes T CD4" supérieur a 500 cellules/uL aprés 2 ans d’infection. Suite a la phase
aigiie, une longue phase chronique asymptomatique de la maladie s’installe et peut durer environ

8 a10 ans avant d’entrer en phase SIDA (45).

1.1.4.3 Progresseurs lents

Les progresseurs lents ou Long Term Non Progressors (LTNPs) représentent 5% des
personnes infectées par le VIH. Ces individus restent cliniquement et immunologiquement stables
sans ART. La phase chronique est tres longue et peut durer plus de 10 ans (68). Ces individus ont
une fonction immunitaire préservée et maintiennent un niveau de lymphocytes T CD4"
périphériques normal ou élevé par rapport aux autres types de progresseurs (68-70). L’une des
principales caractéristiques des LTNPs est la faible charge virale qui se situe a moins de 10* copies
d’ARN viral/ml de sang (71, 72). L’un des mécanismes possibles qui expliquerait partiellement le

contrdle de I’infection est la présence dominante des alleles HLA-B27 et HLA-B57 codant pour le
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complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de type 1, CMH-I. Ceci permettrait une réponse tres

spécifique contre le VIH et donc une réponse cytotoxique plus efficace (72-74).

Les contrdleurs €lites constituent une sous-catégorie des LTNP et représentent environ 1%
de la population séropositive. Ce groupe est caractérisé par une virémie indétectable par des
techniques classiques, soit moins de 50 copies d’ARN viral/ml de sang ainsi qu’un maintien du
nombre normal de lymphocytes T CD4" sans ART. De plus, la réponse cytotoxique est trés efficace
due, entre-autres, a la capacité des lymphocytes T CD8" a augmenter leur contenu protéique afin
de médier leur cytotoxicité spécifique au VIH. Cette population est tres étudiée afin de comprendre
les mécanismes impliqués dans le controle naturel de leur charge virale dans une optique

d’utilisation potentielle pour des traitements thérapeutiques (68, 70, 72, 75).

1.1.5 Les modes de prévention et traitements

Selon ONUSIDA, le nombre de personnes vivant avec le VIH et ayant acces a I’ART avait
atteint 25,4 millions de personnes en 2019 et le taux de personnes infectées sans traitement était en
déclin (1). Ce type de traitement est souvent administré de manieére combinée et permet d’atteindre
une virémie si faible qu’elle devient indétectable aux tests commerciaux soit @ moins de 50 copies
d’ARN viral/ml de sang (42, 76). Il existe plusieurs catégories d’antirétroviraux qui ciblent
différentes étapes clés du cycle de réplication du virus, permettant de diminuer fortement sa
prolifération. Ces différentes molécules sont souvent administrées en combinaison pour cibler
plusieurs étapes simultanément du cycle, permettant d’avoir un effet synergique De plus, ces
traitements permettent le rétablissement partiel des niveaux de lymphocytes T CD4" soit entre 350
- 500 cellules/ml de plasma sanguin (77, 78). Ceci permet donc une reconstitution partielle du
systtme immunitaire et retarde 1’entrée en phase SIDA. En effet, ’ART permet aux patients
séropositifs une meilleure qualité de vie et d’avoir une plus longue espérance de vie. Toutefois, ces
traitements ne sont pas curatifs et s’accompagnent d’effets secondaires a long terme tels que
stéatose hépatique, lipodystrophie ou néphrotoxicité rendant 1’adhérence aux traitements plus
difficile. De plus, I’inflammation chronique causée par la maladie perdure au-dela de la thérapie et
contribue au développement accéléré de comorbidités normalement associées au vieillissement
telles que les maladies cardiovasculaires (79). Malgré les bénéfices de cette approche
thérapeutique, ’accessibilité n’est toujours pas universelle ni curative, et met en évidence

I’importance des approches préventives et la découverte d’un traitement curatif.

14



Il existe plusieurs types de prévention qui ont pour objectif de réduire efficacement le risque
d’acquisition du VIH chez les personnes non-infectées. L’une des plus répandues est 1’utilisation
de préservatifs lors de rapports sexuels. Il existe aussi la prophylaxie préexposition (PrEP) qui
consiste a la prise de médicaments par des personnes séronégatives a haut risque de contracter
I’infection au VIH (80). Le méme genre de stratégie existe pour des personnes qui ont ou pensent
avoir été exposées au virus soit la prophylaxie post-exposition (PEP). Ce traitement doit étre pris

dans les 72 heures suivant I’exposition au virus pour étre efficace (81).

Les microbicides constituent une nouvelle catégorie d’agents préventifs visant a empécher
I’entrée du virus aux muqueuses. Ces agents chimiques peuvent étre administrés sous forme de gel,
de comprimés, de films ou d’anneaux dans les muqueuses génitales ou rectales. Les microbicides
ciblent différentes étapes du cycle de réplication du VIH, mais principalement la liaison entre la
gp120 et le récepteur CD4 empéchant ainsi la fusion entre la membrane virale et la membrane

cellulaire (82).

L’un des principaux objectifs dans le domaine de la recherche sur le VIH est le
développement d’une stratégie vaccinale pour la prévention et le traitement de cette infection. L un
des vaccins le plus prometteur a 1’étude est I’essai vaccinal RV144. En 2009, lors des premiers
tests, une efficacité de 44% de prévention du VIH a été observée 18 mois apres 1’injection.
Malheureusement, cet effet ne semble pas durable puisque 42 mois apres 1’inoculation, 1’effet
protecteur descend a 31% (83, 84). Cependant, 1’analyse des corrélats de protection a permis de
mettre en évidence que la diminution d’acquisition du virus est liée a la réponse cytotoxique a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) médiée par IgG1 et IgG3 provenant du sang
circulant. Lors de I’essai vaccinal en Afrique du Sud, il a été découvert que ce vaccin induisait une
réponse plus robuste caractérisée par de la phagocytose dépendante des anticorps IgG.
Malheureusement, la réponse mucosale n’a pas pu étre étudiée lors de 1’essai pour le RV144 étant

donné qu’aucun échantillon vaginal ou anal n’a été prélevé (85).

Certaines études ont démontré un effet protecteur contre I’acquisition du VIH en visant une
stratégie vaccinale basée sur I’utilisation des anticorps neutralisants a large spectre (bNAbs) ciblant
I’enveloppe virale (86, 87). Les bNADbs ont la capacité de neutraliser les virus libres ainsi que de
tuer les cellules infectées par le VIH et d’activer la réponse immunitaire de 1’hote modifiant ainsi

la progression de I’infection (88). Parmi les essais vaccinaux utilisant des bNAbs, 1’'un des plus
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prometteur chez I’humain est celui de I’anticorps monoclonal VRC-HIVMABO060-00-AB
(VRCOL1). Ce vaccin est sous étude clinique pour la prévention de 1’acquisition du VIH chez deux
groupes hautement a risque soit dans un groupe de femmes sexuellement actives en Afrique sub-
saharienne et dans un groupe d’hommes transgenre ou non ayant des rapports sexuels avec d’autres
hommes aux Etats-Unis, au Brésil et au Pérou. Cette étude vise a déterminer la concentration
minimale de bNAbs nécessaire au développement d’une immunité passive aux portes d’entrée du
VIH, soit aux muqueuses. Ce type d’¢tude sur I’immunisation passive démontre 1’importance de

I’action des anticorps aux muqueuses afin de prévenir ’entrée du VIH ainsi que sa transmission

(89).

Les vaccins et microbicides sont des avenues prometteuses pour la prévention de
I’acquisition du VIH. De plus, 1’é¢tude des populations ayant une résistance naturelle au VIH est
importante afin d’identifier les facteurs déterminants de cette immunité et permettre le

développement de stratégies préventives.
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2 Le tractus génital féminin

2.1 La physiologie et ’anatomie du TGF

Le TGF se subdivise en deux régions anatomiques distinctes selon leur environnement
soit la partie supérieure, qui est considérée comme stérile, et la partie inférieure, dite non stérile.
Ces deux régions expriment des phénotypes différents et sont séparées par une zone de

transformation.

Le TGF supérieur est composé de I’utérus, les trompes de Fallope et ’endocol. L’endométre
utérin est constitué d’un épithélium prismatique simple contenant des cellules sécrétrices de
glycogene, de cellules basales et de cellules ciliées. Les cellules épithéliales de celui-ci proliférent
durant le cycle menstruel et forment des glandes lors de la phase sécrétoire (90). Le TGF supérieur
présente aussi des agrégats lymphoides qui peuvent varier en taille pendant le cycle menstruel
atteignant leur taille maximale autour de 1’ovulation et pendant la phase sécrétoire du cycle. Ces
agrégats sont composés d’un noyau de lymphocytes B entourés par des lymphocytes T CD8"

encapsulés par des macrophages (91).

La zone de transformation du TGF est la région qui réunit I’épithélium du TGF inférieur et
supérieur. Cette zone contient une quantité élevée de cellules immunitaires par rapport au reste du

TGF (92).

Le TGF inférieur est constitué du vagin et de 1’exocol. Le vagin est recouvert d’une couche
de mucus agissant comme barriere protectrice contre les bactéries constituant la flore commensale.
Sous le mucus se trouve un épithélium pavimenteux non kératinis€ qui recouvre une couche dense
de fibroblastes. Les cellules épithéliales de la muqueuse vaginale emmagasinent de grandes
quantités de glycogene qui une fois métabolisé en acide lactique par les bactéries de la flore
commensale, permettent I’acidification du vagin. A travers I’épithélium se trouve une population
dynamique de cellules immunitaires comprenant les DCs, les LCs et les macrophages. Sous-jacents
a cette couche de fibroblastes se trouvent en plus les lymphocytes, les neutrophiles et les cellules

tueuses naturelles (NK) ce qui permet d’avoir une stratégie de défense multicouche (90, 93).
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Figure 4. Anatomie et immunologie du tractus génital féminin.

La muqueuse vaginale se subdivise en deux régions anatomiques distinctes soit celle
supérieure (trompes de Fallope, utérus et endocol) et celle inférieure (vagin, exocol). Le TGF
inférieur est constitué d’une couche de fibroblastes superposée a un épithélium qui est
recouvert de mucus et d’une flore bactérienne. Le TGF inférieur rejoint la partie supérieure
dans une région anatomique appelée zone de transformation ou 1’épithélium squameux
stratifi¢ laisse place a un épithélium prismatique simple. Dans I’endométre, de nombreuses
cellules immunitaires sont présentes et forment des agrégats lymphoides en fonction du cycle
menstruel. Créé a partir de BioRender.com et basé sur (5).
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2.1.1 Le cycle menstruel et hormonal

L’immunité du TGF est étroitement régulée par des processus inflammatoires et hormonaux
via le cycle menstruel afin d’adapter adéquatement sa réponse immunitaire pour permettre la

procréation tout en assurant la protection de 1’hote (94).

Le cycle menstruel dure en moyenne 28 jours et comprend trois phases qui se succedent
soit la phase menstruelle, la phase proliférative et la phase sécrétoire. Le cycle menstruel implique
une série de modifications cycliques subies par I’endométre en réponse aux variations de
concentrations sanguines d’hormones du cycle ovarien (90). Le cycle ovarien comprend trois
phases qui se succeédent. La premiére phase du cycle ovarien correspond a la maturation du follicule
dans I’ovaire et se nomme donc la phase folliculaire, s’en suit la phase ovulatoire lorsque le
follicule atteint sa maturité. Finalement, le follicule non fertilisé dégénére en corps jaune et cela

marque I’entrée dans la phase lutéale (95).

Chez la femme, le jour 0 du cycle menstruel correspond au premier jour des menstruations,
soit le début de la phase menstruelle (du jour O au jour 4). Lors de cette phase, I’endomeétre du cycle
précédent est desquamé afin d’étre évacué (96). Simultanément, dans le cycle ovarien, la phase
folliculaire débute. Pendant cette phase, I’hormone folliculo-stimulante (FSH) stimule le
développement de follicules dans un des deux ovaires. Au fil du temps, grace a I’intermédiaire de la

FSH le follicule mature et produit de plus en plus d’cestradiol (OE2) (97).

Lors de la phase proliférative du cycle menstruel (du jour 4 au jour 14), I’augmentation
graduelle de I’OE; stimule les cellules de I’endométre afin qu’elles proliférent. Pendant ce temps,
le follicule atteint sa taille maximum quand sa production d’OE; atteint son pic de concentration.
I1 s’en suit alors une augmentation considérable de la concentration de I’hormone lutéinisante (LH)
par I’adénohypophyse. Cette hormone permet la rupture du follicule et la relache de I’ovocyte dans
les trompes de Fallope, puis dans 1’utérus (96). La phase ovulatoire du cycle ovarien se déroule au

jour 14.

Apres I’ovulation, le follicule rompu se situant toujours dans 1’ovaire cesse sa production
d’OEz et de LH ce qui marque sa transformation en corps jaune et le début de la phase sécrétoire
du cycle menstruel (du jour 14 au jour 28). Lors de cette phase, le corps jaune se développe pour

devenir la principale source d’OE> et de progestérone (P4). Dans I’endométre, I’OE;> continuera a
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stimuler le développement de celui-ci, préparant ainsi I’utérus en assurant un apport vasculaire
adéquat ainsi que les nutriments nécessaires au futur embryon s’il y a fécondation. La P4, quant a
elle, inhibe les concentrations utérines afin d’empécher 1’évacuation de I’endométre. Ces deux
hormones auront pour conséquence d’inhiber les sécrétions de LH par ’hypophyse. La LH étant
essentielle au maintien du corps jaune, cette inhibition entraine la dégénération de celui-ci et donc

la diminution de la sécrétion de I’OE; et de la P4, mettant fin a un cycle menstruel (97).

Ovulation
Phase folliculaire * Phase lutéale
Follicule Follicule Follicule Follicule Rupture du Développement Corps jaune Dégénérescence
ovarique ovarique ovarique mature follicule du corps jaune du corps jaune

primordial primaire secondaire

Jour 0 4 14 28

Phase menstruel Phase proliférative Phase ovulatoire phase sécrétoire

Figure 5. Cycles hormonaux du tractus génital féminin

Le cycle ovarien comprend trois phases (folliculaire, ovulation et lutéale). Sous ’action des
différentes hormones sexuelles telles que 1’cestrogéne (OE2), la progestérone (P4),
I’hormone lutéinisante (LH) et ’hormone folliculo-stimulante (FSH), un follicule mature
jusqu’a I’ovulation et se transforme en corps jaune qui va finir par dégénérer. Le cycle
menstruel suit parallelement le cycle ovarien afin de préparer I’endométre utérin en vue
d’une potentielle fécondation et comprend quatre phases (menstruel, proliférative,
ovulatoire et sécrétoire). Créé a partir de BioRender.com et basé sur (97).
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Mis a part la fonction de reproduction, les hormones sexuelles stéroidiennes affectent aussi
les fonctions du systéme immunitaire du TGF. Ainsi, leurs variations durant le cycle menstruel ont
un effet spécifique sur chaque région du tractus. Dans la région inférieure, les fluctuations
hormonales n’affectent pas 1’abondance des différents types de leucocytes, mais de récentes études

semblent démontrer qu’ils influencent leurs fonctions (92).

La phase menstruelle est associée a une diminution des hormones sexuelles et a 1’initiation
d’une réponse inflammatoire. Durant cette phase, le nombre de cellules immunitaires augmente
dans I’endométre afin de permettre la dégradation de celui-ci, ainsi que la réparation tissulaire. La
phase proliférative du cycle menstruel est caractérisée par I’angiogencse, de méme que la
régénération de ’endomeétre et du tissu cervical (98). Lors de cette phase, la concentration de
cellules immunitaires est moindre, tandis que les sécrétions vaginales et cervicales contiennent plus
de peptides antimicrobiens afin de balancer cette diminution (99). Lors de I’ovulation, le pic
d’angiogenése facilite le recrutement de plusieurs types cellulaires dans 1’utérus tels que les NKs,
les neutrophiles et les macrophages (90). Ce recrutement est modulé par les cellules de I’endometre
et les fibroblastes en réponse a I’influence des hormones sexuelles via la production de cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance cellulaire qui s’accumulent au pourtour des vaisseaux
sanguins utérins (98). Cette migration de cellules immunitaires est importante afin d’éliminer de
potentiels agents pathogenes dans le haut du TGF pour préparer I’utérus a I’implantation de ’ovule
fécondé (90). Lors de la phase sécrétoire, ’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8" est
diminuée, alors que la production d’agents antimicrobiens est augmentée afin d’assurer la survie
des spermatozoides (99). De plus, au moment de la fertilisation, la production de substances
antimicrobiennes est inhibée dans le bas du TGF et la protection immunitaire est atténuée afin de
permettre des conditions favorables a I’implantation, créant ainsi une « fenétre de vulnérabilité »

aux infections telle que celle au VIH (90).

21



2.1.2 L’immunité via la microflore bactérienne

La flore bactérienne au niveau du TGF joue un réle important dans la modulation de
I’environnement et a de grandes répercussions sur la susceptibilité versus la protection de 1’hote
contre les infections. Ainsi, une légére modification de la flore peut augmenter les risques
d’acquisition d’une ITS. Parmi les facteurs de risques biologiques les plus connus pour
I’acquisition du VIH se trouvent la présence de vaginose et d’ITS, une infection au virus du

papillome humain (VPH), une charge virale élevée et un compte bas de lymphocytes T CD47(6).

Une microflore en santé est caractérisée par une abondance élevée du genre Lactobacillus
dont principalement les especes L. acidophilus, L. crispatus, L. gasseri et L. jensenii (100). Le genre
Lactobacillus favorise un environnement acide par la production d’acide lactique dans le vagin
(101). Cette production acide est augmentée lorsque le taux d’OE: est élevé permettant aux
bactéries de métaboliser de grandes quantités de glycogéne présentes dans I’épithélium vaginal. De
plus, les lactobacilles produisent des peptides antimicrobiens et des substances bactériostatiques
pour se protéger, protégeant ainsi le TGF des bactéries pathogenes (102, 103). Le fait d’avoir une
abondance ¢levée de ce genre de bactéries dans le milieu permet une compétition interspécifique

pour I’attachement a 1’épithélium ce qui limite la colonisation d’autres especes bactériennes (100).

La fonction et la composition de la flore bactérienne sont trés complexes et peuvent étre
modulées par le cycle menstruel, les douches vaginales, la prise de contraceptifs hormonaux,
I’utilisation d’antibiotiques ou de médicaments ayant un effet sur le systéme immunitaire ou
endocrinien, ainsi que le nombre de partenaires sexuels et la fréquence des relations sexuelles (6,
43, 44). Un débalancement de la flore bactérienne survient lorsqu’elle n’est plus dominée par le
genre Lactobacillus et que l’abondance d’autres espéces augmente, causant une vaginose
bactérienne (104). Ce débalancement entraine une augmentation du pH ayant pour principale
conséquence la liquéfaction de la couche de mucus protégeant 1’épithélium. Ceci entraine
généralement une augmentation de I’inflammation, des dégats au niveau de 1’épithélium et un
recrutement massif de cellules immunitaires, les cellules cible du VIH, au site d’infection (105).
Ainsi, la vaginose bactérienne augmente le risque d’acquisition du VIH d’environ 1,5 fois (106).
Dt a leur persistance (107) et leur récurrence, méme traitée (108), les vaginoses augmentent

considérablement le risque d’infection au VIH (109, 110).
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2.1.3 Le mucus cervico-vaginal

Le mucus joue un role important dans la régulation de la flore commensale et offre un
support physique a celle-ci (111). Le mucus est un mélange complexe dont la composition et la
texture varient durant le cycle menstruel. Cependant, la composante qui donne au mucus sa
propriété de gel ou de colle sont les mucines, une famille de glycoprotéines sécrétées par les cellules
épithéliales endocervicales (90, 112, 113). Les hormones de la phase menstruelle modifient
I’expression des génes codant pour les différents types de mucines, ce qui influence les propriétés
du mucus telle que sa viscosité (114). Lors de la phase proliférative, le mucus est trés aqueux et
forme une fine couche sur la paroi vaginale et augmentera graduellement jusqu’a la fin de cette
phase. Ce type de mucus dit oestrogénique facilite le mouvement des spermatozoides vers 1’utérus
afin de permettre la fécondation (115). Suite a I’ovulation, le mucus devient plus visqueux et forme
une couche plus épaisse sur les parois jusqu’a la fin de la phase sécrétoire, ce type de mucus est dit

progestatif (116).

Le mucus joue aussi un role important dans la défense de 1’hote envers les pathogenes en
empéchant 1’acces de ceux-ci a 1’épithélium et a la partie supérieure du TGF (113). De plus, le
mucus contient plusieurs peptides antimicrobiens tels que la calprotectine (117), le lysozyme (118),
la lactoferrine (119), la défensine (120), les inhibiteurs de protéase sécrétée par les leucocytes
(SLP) (121), la transglutaminase substrate and wap domain containing protein (Trappin-2) (9).
Ces peptides sont, entre autres, sécrétés par les neutrophiles, les macrophages, les monocytes, les

DCs et les cellules épithéliales (90).

Le mucus peut aussi piéger certains agents pathogénes. En effet, la glaire cervico-vaginal
interagit avec les Ac pour entraver la mobilité du VIH (112, 122). Cette synergie améliore la
fonction de la barriere mucosale en inhibant 1’entrée dans les cellules par les pathogenes, en les
neutralisant, en faisant 1’opsonisation ou via le systéme du complément (90). De plus, les
populations immunitaires ainsi que les cellules épithéliales sécrétent des cytokines et des

chimiokines dans le mucus ce qui améliore davantage son action de protection de I’hote (123).
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2.2 Immunologie de I’hdte et des muqueuses

Tel que mentionné a la section 1.1, les leucocytes formant une population dynamique
répartie a travers ’ensemble du TGF représentent environ 6-20% du compte total de cellules de
celui-ci. L’ immunité mucosale est la premiére ligne de défense du TGF contre les virus, bactéries,
champignons et parasites pathogenes (90). Tout comme les autres types d’immunité mucosale,
celle du TGF s’est développée afin de s’adapter aux spécificités du site qu’elle protége. Ainsi, une
particularit¢ de 'immunité a ce site est qu’elle doit étre finement régulée afin de créer un
environnement favorable a la procréation tout en étant capable de contrdler la microflore et

d’éliminer les pathogeénes potentiels (124).

Le systéme immunitaire au niveau du TGF est principalement sous le contrdle des
hormones sexuelles qui modifient grandement la quantité et la répartition des leucocytes dans la
partie supérieure de celui-ci. Les leucocytes se retrouvent en plus grande proportion au niveau de
I’endocol et de I’exocol du TGF. La zone de transformation qui se situe entre ces deux régions
anatomiques contient une trés forte concentration de granulocytes, de macrophages, ainsi que de
lymphocytes B, T CD4" et T CD8". Sous le contrdle hormonal, des agrégats lymphoides composés
de ces cellules varient en taille et en composition dépendamment de la phase du cycle menstruel.
Dans le TGF, ces agrégats sont ce qui se rapproche le plus d’une structure lymphoide organisée
bien qu’elles n’égalent pas les plaques de Peyer retrouvées dans le GALT (92). Le TGF ainsi que
les structures lymphoides associées constituent une partie majeure du MALT qui comprend aussi
le GALT. Les études faites sur le GALT sont souvent utilisées pour guider les recherches dans le
TGF chez différentes populations dues a la difficulté d’obtention de consentement éthique et

d’échantillons (125).

2.2.1 Les cytokines et les chimiokines

L’orchestration de la réponse immunitaire dépend de la communication entre les cellules et
le microenvironnement. Cette communication est, entre autres, assurée par les cytokines, de petites
glycoprotéines spécialisées dans la signalisation cellulaire qui peuvent transmettre des signaux
d’activation, de prolifération, de différenciation, de mort cellulaire lorsqu’elles se fixent a leurs
récepteurs spécifiques sur la cellule cible (126). Les cytokines agissent en cascade par induction

de la production d’autres cytokines par les cellules cibles. Plusieurs cytokines différentes peuvent
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aboutir a la méme activation cellulaire ce qui rend leurs effets caractérisés de redondants. Les
cytokines peuvent avoir un effet anti-inflammatoire qui a pour principal objectif de gérer I’intensité
et la durée de la réponse inflammatoire ainsi que les propriétés d’adhérence a I’endothélium
essentielle au recrutement des leucocytes. Elles peuvent avoir également un effet
immunorégulateur qui permet d’intervenir dans la susceptibilité/résistance aux infections et la

régulation des cytokines inflammatoires (127).

Les cytokines peuvent étre classées en différentes familles. Parmi elles, on retrouve (i) les
facteurs de croissance et de transformation qui jouent un role important dans la réparation tissulaire
et le contréle de I’inflammation (128); (ii) les facteurs hématopoiétiques qui jouent un role dans
I’hématopoiese et 1’activation des leucocytes matures (129); (iii) les facteurs de nécrose tumorale
(TNF) qui sont impliqués dans I’inflammation systémique (130); (iv) les interleukines (IL)
interviennent dans la croissance, la différenciation et I’activation des leucocytes (131); (v) les
interférons (IFN) qui jouent un réle capital dans I’immunité innée contre les virus et les pathogenes

(132); (vi) les chimiokines qui agissent comme chimioattractants.

En effet, les chimiokines jouent un role capital dans 1’activation et le recrutement des
leucocytes vers le site de I’inflammation. Elles sont classées en quatre groupes en fonction de
I’espacement entre deux de leurs cystéines en N-terminal (CC, C, CXC et CX3C). Pour différencier
les récepteurs des ligands, on ajoute un R pour désigner le récepteur ou un L pour le ligand a la fin
de cette nomenclature avant le nombre (133). Les cytokines se retrouvent dans I’ensemble du TGF
ainsi que dans les sécrétions vaginales et le mucus (134). L’expression des cytokines et des

chimiokines sera abordée plus en détail au cours des prochaines sections.

2.2.2 Les récepteurs de patrons moléculaires

Les cellules de ’immunité innée ont la capacité de reconnaitre des patrons moléculaires
associés aux pathogenes (PAMPs) ainsi que des motifs moléculaires associés aux dégats (DAMPs),
qui sont normalement des molécules exprimées a I’intérieur d’une cellule comme I’ATP ou I’ADN,
grace a leur forte expression de pattern recognition receptor (PRR) sur leur membrane plasmique
ou dans I’endosome cellulaire. Il existe plusieurs sous-groupes de PRRs tels que les récepteurs de
type RIG-I (RLR), les récepteurs de type NOD (NLR), ainsi que des lectines (127). Les PRRs

comprennent également les récepteurs de type Toll (TLR). La classification des différents types de
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TLR dépend de leur reconnaissance des différents PAMPs de méme que de leur localisation

extracellulaire (TLR- 1,2,4,5,6,10) ou intracellulaire (TLR- 3,7,8,9).

Dans le contexte du VIH, la reconnaissance par les cellules de 1’hdte peut se faire a de
nombreuses étapes du cycle réplicatif. Entre autres, deux types de PRRs intracellulaires permettent
la détection de I’ADN rétroviral dans le cytoplasme soit interferon inducible protein 16 (IF116) et
cyclic GMP-AMP synthetase (cGAS) (135). De plus, les TLRs 2 et 4 présents a la surface des
cellules épithéliales reconnaissent la gp120 de I’enveloppe virale et les TLRs 7 et 8 endosomaux
reconnaissent I’ARN génomique viral (136, 137). La reconnaissance du VIH par les PRRs active
le facteur de régulation de I’interféron (IRF) 3, IRF3 qui permet d’activer une cascade de
signalisation se finalisant par la transcription de I'IFN. Cette cytokine, a son tour, stimule
I’expression de génes antiviraux tels que les facteurs de restriction conférant un certain niveau de
protection aux cellules contre le virus. Parmi ces facteurs de restriction, se retrouvent SAM domain
and HD domain-containing protein 1 (SAMHDV), tripatite motif-containing protein 5 o. (Trim5a,),
apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like (APOBEC) 3G, APOBEC3G,
qui peuvent empécher le VIH de se répliquer ou de sortir de la cellule évitant ainsi I’infection
d’autres cellules par le virus. Toutefois, les protéines accessoires du virus, Vpu et Vif, lui conférent
une résistance aux facteurs de restriction et lui permettent d’éviter en grande partie cette réponse

immunitaire innée (138).

2.2.3 Les cellules épithéliales

L’¢pithélium au niveau du TGF constitue une barriére physique et immunologique qui
participe a la protection de I’hote en séparant la lumiere des tissus sous-cutanés. Cette barriére
protectrice est modulée par les signaux hormonaux et les stimuli environnementaux tel que la
microflore et possiblement des pathogénes. Elle doit donc étre adéquatement régulée afin d’offrir

une balance optimale de protection (90).

De manicre générale, un épithélium est constitu¢ de cellules reliées entre elles par des
protéines d’adhérence intercellulaire telles que les desmosomes, les jonctions d’adhésion et les
jonctions serrées. Ces protéines d’adhésion cellulaire effectuent différents roles et se retrouvent
donc en quantité différente selon le type d’épithélium et sa fonction (139). L’épithélium du TGF
inférieur est constitué¢ d’un épithélium pavimenteux non kératinisé afin de supporter les frictions et
d’assurer une bonne protection de I’hote (140). Les cellules épithéliales de la membrane basale
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possedent de nombreuses jonctions serrées ce qui limite la diffusion et la mobilité des molécules a
travers ’épithélium (141). L absence de jonctions serrées dans les couches superficielles de cet
épithélium entraine une faible liaison entre les cellules permettant une diffusion plus importante de
molécules a travers celui-ci. Cette augmentation de la perméabilité permet également a des agents
pathogeénes comme le VIH de s’approcher des cellules immunitaires et de la membrane basale plus

facilement (142).

L’¢épithélium du TGF supérieur est constitué d’un épithélium cylindrique simple cili¢ afin
d’assurer le mouvement de 1’ovule, sa nutrition et son implantation. Les cellules épithéliales de
celui-ci sont maintenues entre elles uniquement par des jonctions serrées et sont grandement
influencées par le cycle menstruel (140). L’augmentation de ’OE; module I’expression des
protéines transmembranaires de ces jonctions, entrainant une relaxation de leur liaison. Ce
relachement au niveau des jonctions serrées permet une plus grande perméabilité, rendant la

diffusion de molécules a travers la membrane plus facile (143).

Les jonctions serrées peuvent également étre dégradées par des agents pathogénes ou un
état inflammatoire perturbant ainsi I’intégrité de 1’épithélium et le rendant plus vulnérable aux
infections (142). Dans le cadre d’une infection au VIH, le virus peut traverser la barri¢re épithéliale
de I’hote via des jonctions cellulaires laches ou par transcytose, rendant possible le transfert du
VIH aux DCs et aux cellules cibles. En effet, la transcytose est un processus de transport cellulaire
qui permet de faire traverser la cellule a des substances, comme des virus, via des vésicules. Ce

processus ne permet donc pas au VIH d’infecter les cellules épithéliales (144).

Outre son action de barriere physique, les cellules €pithéliales produisent ¢galement un
large spectre de cytokines et chimiokines en plus d’exprimer, a leur surface, des molécules du
CMH-I et II faisant de ces cellules des présentatrices d’antigénes. Elles sont donc caractérisées
comme étant des cellules immunitaires dites non conventionnelles. En effet, les cellules épithéliales
ont la capacité d’initier une réponse immunitaire suite a une reconnaissance des PAMPs via leur
PRRs (145). Les types de TLRs a la surface cellulaire varient selon la région anatomique du TGF.
Ainsi, les cellules épithéliales des trompes de Fallope, de I’endometre, de I’épithélium vaginal et
du col de I’utérus expriment a leur surface les TLRs 1-10 (146). Tandis que, au sein de I’endométre,
les cellules épithéliales expriment les TLRs 2-4 et 7-10. Cependant, I’expression des TLRs peut

étre modulée au cours du cycle menstruel (147).
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2.2.4 Les macrophages

Les macrophages sont des cellules phagocytaires professionnelles permettant I’élimination
des cellules apoptotiques et des débris cellulaires. Elles peuvent étre activées en cas d’infection ou
de dommage cellulaire, puisque ce sont des senseurs de 1’environnement. Bien que faisant partie
de I’'immunité innée, ces cellules jouent un réle important dans la régulation de 1I’immunité
adaptative par leur capacité a présenter des antigénes. Les macrophages jouent également un role
essentiel dans la réparation tissulaire, I’angiogenése ainsi que dans I’immunomodulation (148). Ces
cellules changent de phénotype en fonction des signaux dans le microenvironnement, ce processus
est appelé polarisation ou reprogrammation. En effet, leur phénotype et leurs fonctions dépendent
en partie de I’environnement dans lequel ils se trouvent (149). Les macrophages constituent une
population cellulaire hétérogene et ayant une forte plasticité. Ces cellules peuvent exprimer une
large gamme de phénotypes compris entre les profils M1, pro-inflammatoires, et M2, anti-

inflammatoires.

Les M1 sont dits pro-inflammatoires et expriment a leur surface les molécules CD14, CD16,
CD80, CD86, TLR2, et TLR4. Ils sont activés de maniére classique via la détection de
lipopolysaccharides (LPS) ou via I’'IFN-y ou TNF-a produits par des lymphocytes T helper (Th) 1,
Thl, ou d’autres macrophages (150). Suite a cette activation, les M1 vont activer la voie de
signalisation du facteur nucléaire-kappa B (NF-kB) qui augmente la transcription de genes
impliqués dans I’inflammation favorisant la migration et I’activation des cellules immunitaires. De
plus, les macrophage M1, possedent un role dans I’activation des NKs et dans la polarisation des
lymphocytes en Th1 via leur production accrue de cytokines telles que TNF-a, IL-13, IL-6 et IL-
12 (151). Les M2 sont dits anti-inflammatoires et expriment a leur surface les molécules CD163,
CD206 et CD209. Ils sont activés de maniere alternative par des signaux anti-inflammatoires tels
que I’IL-4, IL-10, IL-13 et le facteur de stimulation des colonies (CSF) de macrophages, M-CSF
ou suite a la phagocytose de cellules apoptotiques (152). Leur activation augmente leur production
de cytokines telles que I’IL-10 et d’autres cytokines en fonction de leur sous-type telles que le

TGF-p et le facteur de croissance de 1I’endothélium vasculaire (VEGF) (153).

Les macrophages constituent environ 10-20% des leucocytes dans le TGF (154). Dans le
vagin, leur nombre est moindre que dans le reste du TGF, mais reste stable tout au long du cycle

menstruel (155). Dans I’endometre utérin, les macrophages sont situés a travers 1’épithélium ainsi
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que dans le tissu conjonctif sous celui-ci (156). Toutefois, leur abondance dans I’endomeétre varie
selon les concentrations d’hormones sexuelles qui influencent leur migration et leur polarisation.
Un plus grand nombre se trouve donc lors de la phase menstruelle, particulierement au milieu de
celle-ci, puis leur nombre décroit durant la phase proliférative (157). Les macrophages du TGF
posseédent un phénotype modulé par leur milieu faisant foi de leur grande plasticité. Le type M1 se
retrouve augmenté suite & une exposition au liquide séminal afin de créer un environnement
inflammatoire favorable a I’implantation (158). De plus, les macrophages du TGF expriment
davantage de récepteurs CD4, CCR5 et CXCR4 que ceux du GALT les rendant plus susceptibles
a I’infection par le VIH (159).

Les macrophages et les DCs jouent un réle important dans le controle des pathogenes grace
a leur capacité de phagocytose et de destruction des pathogenes a 1’aide d’acides, d’enzymes
digestives et d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS). Lors d’une infection virale, leur action
directe sur les pathogénes ainsi que leur capacité a présenter des antigénes sont cruciales. En effet,
lorsque les PRRs sont activés via la liaison avec des PAMPs ou suite a la phagocytose d’un
pathogene, les macrophages et les DCs maturent et régulent a la hausse les CMH-I et -1I en vue de
la présentation de 1’antigéne aux lymphocytes T et libérent des IFNs de type 1. Suite a cette
maturation, les macrophages et les DCs sont en mesure d’activer d’autres cellules immunitaires

dans leur environnement grace a leur faculté de présentation d’antigénes (145).

2.2.5 Les cellules dendritiques

Les DCs jouent un réle de sentinelle et répondent a une gamme variée de pathogenes. Elles
ont un role capital dans I’homéostasie de I'immunité et I’immunotolérance, ce qui affecte le
développement de la réponse innée et adaptative. Ce sont des cellules présentatrices d’antigeénes
(APC) professionnelles capables d’endocytose, de phagocytose et de macropinocytose. En général,
les DCs immatures résidants dans les tissus surveillent leur environnement grace a leurs nombreux
PRRs. Lors de la détection d’'un PAMP ou d’un DAMP, elles phagocytent ’antigeéne étranger, ce
qui les active. Elles subissent alors de nombreuses modifications dont 1’acquisition de dendrites
ainsi que I’augmentation de I’expression cellulaire du CMH-II causée par le CD83. Elles possedent
aussi les marqueurs de costimulation CD80 et CD86. Elles se spécialisent également dans la
sécrétion de cytokines pour attirer et activer les lymphocytes T CD4" (160, 161). De plus, elles

acquicrent le récepteur CCR7 nécessaire a leur migration vers les organes lymphoides secondaires
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(OLS) afin des présenter I’antigéne sur leur CMH-II aux lymphocytes T CD4" naifs et d’orchestrer
une réponse immunitaire adéquate. Les DCs sont ¢galement capables d’activer les lymphocytes T

CDS8" cytotoxiques naifs grice a leur capacité de présentation antigénique croisée sur leur CMH-1.

Les DCs peuvent aussi étre recrutées a un site inflammatoire via la liaison de chimiokines
telles que macrophage inflammatory protein (MIP) -1a, MIP-10/CCL3, regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted (RANTES/CCLS) et MIP-30/CCL20 a leurs récepteurs
spécifiques de surface. Dans ce contexte, leur activité endocytaire est intensifiée jusqu’a la capture
d’un antigéne inconnu provoquant I’arrét de celle-ci afin d’éviter la surstimulation des lymphocytes

T par la suite.

Les DCs représentent donc une population hétérogéne d’APC. Ces cellules sont classifiées
en fonction de leur origine, leur localisation ainsi que leur fonction. De maniére générale, les DCs
peuvent €tre subdivisées en trois grandes catégories soit les pDCs, les mDCs ainsi que les DCs

dérivées de monocytes (MoDCs) (162).

Les pDCs sont des cellules spécialisées ayant une grande longévité. Elles sont
principalement localisées dans les ganglions lymphatiques et le sang périphérique et expriment les
récepteurs CD123 et CD303. Elles ont la capacité d’induire une vaste gamme de réponses chez
plusieurs types cellulaires, mais sont principalement reconnues pour leur production massive
d’IFN-I qui bloque directement I’infection virale suite a leur activation via les TLR7 et TLR9 lors
d’une infection virale (163, 164). Elles participent également a la tolérance grace a leur expression
de ’enzyme indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui permet I’activation des lymphocytes T CD4"
en lymphocyte T régulateur (Treg) (165).

Les mDCs, aussi appelées classiques ou conventionnelles (cDC), sont des cellules
spécialisées dans la présentation d’antigénes (166). Ce sont des cellules ayant une courte espérance
de vie et qui sont constamment remplacées par des précurseurs présents dans le sang périphérique.
Les mDCs peuvent étre subdivisées en deux grandes sous-populations soit les cDC1 et cDC2. Les
cDC1 ont une grande capacité de présentation croisée d’antigenes pour [’activation des
lymphocytes T CD8" et dans la promotion de I’activation des Thl. De plus, ce sont de grands
producteurs d’IFN-III. Les cDC2 expriment une grande variété¢ de TLRs (1-8) et leur expression
cytokinique est modulée par le tissu dans lequel ils se trouvent (167, 168). En effet, une sous-

catégorie des cDC2 serait les LCs, un type d’APC situé a travers I’épithélium de la peau exprimant
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le récepteur Langérine (169). In vitro, les cDC2 possedent la capacité de promouvoir les Th1, Th2,
Th17, ainsi que les lymphocytes Tregs suggérant un role important dans la régulation de la réponse

immunitaire (167).

Ainsi, les DCs peuvent acquérir un phénotype tolérogénique (tolDC) qui entraine un état
de tolérance immunitaire via différents mécanismes de régulation. Plusieurs études suggérent que
les DCs acquierent leurs fonctions tolérogéniques en réponse a de nombreux types de stimuli tels
que I'IL-10 et le TGF-B, ce qui leur confére un phénotype semi-mature. Ce phénotype est
caractérisé par un état de maturation intermédiaire avec une faible expression des protéines de
costimulation et de CMH-II (170). Les tolDCs peuvent induire la tolérance via plusieurs voies
métaboliques dont : I’anergie clonale, la modulation métabolique des lymphocytes T, la production
de cytokines anti-inflammatoires et la délétion clonale (voir figure 6). Parmi les tolDCs, une sous-
population caractérisée par leur capacité a sécréter spontanément de 1’IL-10 a été identifiée comme
étant les DC-10. Ces cellules expriment un ensemble spécifique de marqueurs soit CD14, CD16,
CDllc, CD11b et CMH-II. De plus, elles possedent les marqueurs de maturit¢ CD80 et CD86 et
expriment des molécules tolérogéniques dont les transcrits semblables a des immunoglobulines
(ILT) -2,3,4 et des antigénes leucocytaires humains (HLA) -G, HLA-G (171). Les DC-10 peuvent
favoriser I’induction des lymphocytes T régulateurs 1 (Trl) via la voie de signalisation
d’ILT4/HLA-G dépendante d’IL-10 (172). Des études in vitro ont démontré que les MoDCs
traitées avec I’'IL-10 et/ou de I'IFN acquéraient un profil tolérogénique et promouvaient
I’expression des récepteurs d’ILT3 et 4. Ces cellules étaient ensuite capables d’induire des Trl

(173).

L’expression des marqueurs de surface ainsi que le profil d’expression des DCs different
selon les sous-populations et peuvent varier selon les différents tissus au sein d’un méme individu.
Ainsi, dans le TGF, les DCs possedent un phénotype cellulaire spécifique a leur fonction de
protection dans ce tissu (174). Une différence phénotypique marquante des DCs aux muqueuses
est leur expression unique de CD103, une intégrine nécessaire pour leur migration, dans
I’endomeétre utérin. Les DCs présents dans le col de 1’utérus expriment plus fortement Dendritic
cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) et CD14 que
ceux dans ’endométre. Les DCs exprimant DC-SIGN sont présentes dans tout le TGF, mais

n’expriment pas CD103 (128, 175). De plus, une étude récente a démontré que les DCs résidant
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dans le TGF de type CD11c" peuvent étre subdivisées en plusieurs sous-populations selon leurs
niveaux d’expression de CD11b, CDla et CD14. Ils ont également démontré que la principale
population de DCs retrouvée dans le TGF est celle exprimant CD11c¢" et CD14". Dans le GALT,
la majorit¢ des DCs sont des MoDCs et sont impliquées dans le maintien de 1’équilibre
homéostatique, il est donc possible que cela en soit de méme dans le TGF puisque la plupart des
DCs exprimaient CD14 (128). Dans la partie supérieure du TGF, les DCs se retrouvent
principalement dans 1’épithélium luminal alors que les pDCs sont présentes dans le tissu conjonctif
sous celui-ci. Lors de la phase proliférative, le nombre de DCs CD83" augmente dans 1’épithélium
se situant prés de la lame basale. Dans la partie inférieure du TGF, les DCs et les LCs sont
principalement présentes dans 1’épithélium (90). Les DCs et LCs aux muqueuses expriment la
molécule CD1a, une glycoprotéine structurelle apparentée au CMH-I qui permet de présenter des

antigénes de nature lipidique aux lymphocytes T (176).

De plus, I’équilibre de I’immunité mucosale, en conditions non inflammatoires, implique
une communication croisée, « crosstalk », entre les cellules épithéliales et les DCs sous-jacentes a
la muqueuse qui maintiennent une balance homéostatique entre tolérance et défense (6). En effet,
I’interaction de la flore commensale avec les cellules épithéliales favorise I’expression de
lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) et TGF-B par celles-ci. Ces molécules avec 1’acide
rétinoique (AR) sont essentielles a la différenciation des DCs dans un profil tolérogénique CD103™
(177). Lors d’une infection, les premiéres cellules a détecter les agents pathogénes sont les cellules
¢épithéliales et les DCs via les PRRs permettant de contribuer a la protection en produisant des
agents antimicrobiens, chimiokines et cytokines (90, 155). Les monocytes circulant dans le sang
sont recrutés dans les tissus et se différencient en MoDCs ou en macrophages (178). Les monocytes

seront décrits plus en détail a la section 6.
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Figure 6. Mécanismes d'action des DCs tolérogéniques.

(A) L’anergie clonale se produit suite a la liaison du récepteur des lymphocytes T (TCR) des
lymphocytes T au CMH des tolDCs et a une forte deuxiéme liaison inhibitrice menant a la réduction
de prolifération des lymphocytes T. (B) La modulation métabolique des lymphocytes T se produit
suite a la synthese par les tolDCs de I’enzyme indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui génére un
microenvironnement diminuant P’activité des lymphocytes T effecteurs (Teff) et stimule la
différenciation des lymphocytes T en régulateurs (Tregs) qui, a leur tour, produisent I’IL-10 et le
TGF-B qui stimulent la différenciation des DCs en tolDCs. (C) La sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires telles que I’IL-10, le TGF-B et 1’acide rétinoique (AR) diminue I’activité des Teff,
stimule la différenciation des Tregs ainsi que celle des lymphocytes B régulateurs (Breg). (D) La
délétion clonale se produit suite a la liaison du récepteur FasL des tolDCs au récepteur Fas des
lymphocytes T induisant I’apoptose des lymphocytes T. Cette apoptose peut aussi se produire lors
de la liaison des cytokines TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) produit par les tolDCs
au récepteur TRAIL (TRAILR) des lymphocytes T. Reproduction avec la permission de Elsevier
inc., Trends in Immunology (179), numéro de licence : 5105480093934. Copyrights 2020.
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2.2.6 Leslymphocytes T

La majorité des lymphocytes T sont des cellules de I’'immunité adaptative. Ils débutent leur
maturation dans le thymus en tant que thymocytes ou plusieurs étapes de sélection positive et
négative seront effectuées afin de sélectionner des cellules tolérantes au CMH du soi. Ce processus
est connu sous le nom de tolérance centrale. Suite a ce processus, les lymphocytes T sont considérés
comme matures, mais naifs étant donné qu’ils n’ont pas encore été activés par une APC présentant
un peptide sur leur CMH au récepteur des lymphocytes T aff (TCR). L’interaction avec 1’antigéne
présenté par les APC ainsi que les molécules de costimulation telles que CD80, CD86 exprimées
a sa surface et I’environnement cytokinique déterminent le type de lymphocyte T effecteur (Tef¥)
qui seront générés et la nature de la population de lymphocytes T mémoire qui en découlera (180).
Toutefois, il existe une population intraépithéliale de lymphocytes T yd faisant partie des
lymphocytes T non conventionnels qui expriment une variante du TCR appelée TCRyo. Cette
population est présente dans 1'utérus et sécréte du TGF-B afin de réprimer la réponse immunitaire
de la mére contre le feetus. Ces lymphocytes participent a la fois a I’immunité innée et adaptative
en recrutant les Thl via la sécrétion d’IFNs et sont donc considérés comme des populations

cellulaires de premiere ligne (145, 181).

Les lymphocytes T CD4" naifs sont principalement activés par des DCs et peuvent se
différencier, entre autres, en lymphocytes auxiliaires tels que les Thl, Th2, Th17 et Tregs (voir
figure 7). En effet, I’environnement cytokinique joue un rdle dans cette différenciation/polarisation
ainsi que les molécules de costimulations. La présence d’IL-12 et d’IFN-y favorisent la
différenciation des lymphocytes T en Thl qui participent a I’immunité cellulaire par la sécrétion
d’IFN-y et d’IL-2 qui favorisent I’activation des lymphocytes T cytotoxique. En présence d’IL-4
et d’IL-2 les lymphocytes T se différencient en Th2 et produisent d’IL-4, IL-5 et IL-13 qui leur
permet de participer a la réponse immunitaire en lien avec les allergies, a la défense contre les
pathogénes extracellulairec tels que les helminthes ainsi qu’a la réponse humorale (180). Les Th17
se trouvent principalement aux muqueuses et nécessitent le facteur de transcription RAR-related
orphan receptor gamma T (RORyt) et la présence de TGF-f et d’IL-6 pour induire le début de leur
différenciation, puis d’IL-21 afin de médier leur amplification et finalement d’IL-23 pour les
stabiliser. Les Th17 produisent de I’[L-17, IL-21 et IL-22 afin de maintenir I’intégrité de la barriere

épithéliale et participent a la défense de I’organisme contre les bactéries et les mycetes pathogénes
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(182). Ces sous-populations de lymphocytes expriment des molécules telles que CD40 ligand et
sécretent des cytokines particulieres destinées a leurs fonctions d’auxiliaires ou « helper »
notamment pour les lymphocytes B et T CD8". Les Tregs expriment des molécules de surface
comme le CD4 et le CD25 et sont essentiels a I’homéostasie immunitaire ainsi qu’a la tolérance
périphérique et centrale (183). Il existe deux sous-populations de Tregs soit les Tregs naturels
(nTreg) et les Tregs induits (iTreg) qui expriment tous deux le facteur de transcription forkhead
box P3 (FOXP3) avec des niveaux de méthylation différents. Les nTregs sont activés dans le
thymus et nécessitent la présence de cytokines telles qu’IL-2, IL-15 et IL-7, ainsi que I’expression
du facteur de transcription FOXP3 induit par les membres de la famille des récepteurs nucléaires
orphelins (NR4A) (184). Les iTregs sont activés en périphérie par la différenciation des
lymphocytes T CD4 " naifs par les tolDCs (voir figure 6) (185). Les lymphocytes T régulatrices de
type 1 (Trl) font parties d’une sous-population d’iTreg qui exprime le facteur FOXP3 de manicre
transitoire. Ces cellules possédent un fort potentiel suppressif qui leur permet d’inhiber la réponse
des lymphocytes T CD4" par le biais de mécanismes impliquant une forte production d’IL-10 ainsi
que D’expression a leur surface de cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4)

empéchant la liaison de CD28 au CMH des APCs (186).
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Figure 7. Différenciation des lymphocytes T CD4*
Par leur activité d’APC, les DCs peuvent activer la différenciation des lymphocytes T CD4*
naifs en lymphocytes T auxiliaires tels que Thl, Th2, Th17 et Tregs. L’environnement
cytokinique joue également un rdle dans cette différenciation/polarisation avec les
molécules de co-stimulation a la surface des DCs. Une fois différenciés en lymphocytes T
auxiliaires, ceux-ci produiront une vaste gamme de cytokines spécifiques a leurs fonctions.
Cré¢ a partir de BioRender.com et basé sur (187).

Les lymphocytes T CD8" sont des cellules cytotoxiques induisant 1’apoptose des cellules
présentant des peptides viraux sur leur CMH-I qui sont reconnus par le TCR (188). Ces cellules,
une fois activées, créent des pores dans la membrane de la cellule cible grace a la libération de
perforines et de protéases a sérines comme les granzymes ou déclenchent via la liaison entre Fas

et FasL (189).

Dans le TGF, les lymphocytes T constituent environ 40-50% des leucocytes totaux (7). Les
lymphocytes T présents sont majoritairement des lymphocytes T mémoires effecteurs, mais s’y

retrouve aussi une petite minorité de lymphocytes T naifs. Dans la partie inférieure du TGF, les
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populations de lymphocytes T CD4" et T CD8" sont retrouvées en abondances semblables (190).
Dans cette région anatomique, les lymphocytes T sont distribués tout au long de la lamina propria,
mais s’y trouve une plus grande concentration de lymphocytes T CD4", alors que les lymphocytes
T CD8" se retrouvent principalement dans 1’épithélium. La présence accrue de lymphocytes T
CD4" exprimant CCR5 par rapport a4 ceux du sang périphérique, suggére une plus grande
susceptibilité & I’infection au VIH a ce site (191). A I’instar de plusieurs populations de cellules
immunitaires du TGF, les populations de lymphocytes T sont influencées par les variations du
cycle hormonal. Ainsi, I’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8" diminue lorsque les niveaux
de P4 et d’OE; sont élevés dans le sang (192). Cette perte d’activité cytotoxique correle avec la
formation des agrégats lymphoides dans le tissu conjonctif de I’endometre (193). Les lymphocytes
Tregs sont aussi influencés par les niveaux cycliques hormonaux. Ainsi, durant la phase
proliférative, leur abondance augmente dans I’endométre et persiste durant la phase sécrétoire.
Cette variation est aussi observée dans le sang. Ces modulations en lien avec le cycle hormonal
pourraient augmenter la tolérance dans le TGF nécessaire au succes de I’implantation d’un feetus

(194).

2.2.7 Les lymphocytes B et les immunoglobulines

Les lymphocytes B jouent un rdle important dans I’immunité adaptative grace a leur
production d’anticorps spécifiques et participent a I’'immunité innée grace a certaines sous-
populations de premiere ligne. Ces cellules débutent leur développement dans la moelle osseuse a
partir de cellules précurseurs hématopoiétiques. Elles subiront de nombreuses étapes de maturation
ainsi qu’un processus de sélection et de régulation appelé tolérance centrale afin d’éliminer les
lymphocytes B non fonctionnels ou autoréactifs. Les lymphocytes B immatures ayant survécu aux
différents points de controles sont dits transitionnels immatures et expriment, a leur surface, le
complexe membranaire récepteur des cellules B (BCR) (195). Ils quittent la moelle osseuse via la
circulation sanguine et migrent vers les OLS principalement la rate, mais aussi les ganglions
lymphatiques, les amygdales et les plaques de Peyers afin de terminer leur maturation. Dans les
follicules d’un OLS, les lymphocytes B effectuent d’autres mécanismes de sélection appelés
tolérance périphérique pour devenir des lymphocytes B matures naifs préts a étre activés par un
antigene. La survie et la maturation en lymphocytes B matures naifs dépendent du signal tonique,

c’est-a-dire un signal agissant de maniere indépendante d’un antigéne spécifique, recu via le BCR
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ainsi que de la stimulation par la cytokine stimulatrice des lymphocytes B (BLys) (196). Cette
cytokine aussi connue sous le nom de facteur d’activation des cellules B (BAFF) appartient a la
superfamille des ligands du TNF et est exprimée sous forme trimérique a la surface de nombreuses
cellules, comme les neutrophiles activés (197), les monocytes, les macrophages (198) et les DCs
(199), mais aussi par certaines populations de lymphocytes T activés (200). Son expression est

induite par certaines cytokines comme I’IL-10, le TNF-a, et I’'IFN-y ainsi que par ’OE: (201).

La survie, la maturation et 1’activation des lymphocytes B sont influencés majoritairement
par la présence de BAFF soluble et du type de récepteur auquel il se lie, générant différentes
capacités de transduction du signal activant différentiellement les voies de signalisation de Notch2
et NF-kB (196). De plus, la différenciation subséquente des lymphocytes B dépend de la force de
signalisation pergue via leur BCR. Ainsi, de faibles niveaux de signalisation favoriseront un signal
via Notch et la migration des lymphocytes B vers la zone marginale (MZ) ou, les cellules
deviendront des lymphocytes B matures de la MZ et de forts niveaux de signalisation favoriseront
la migration vers le centre germinatif (CG), chez ’humain, ou ils deviendront des lymphocytes B
matures folliculaires (202). Dans le CG, les lymphocytes B migrent constamment d’une zone a une
autre dans un processus de maturation permettant d’obtenir des lymphocytes B le plus spécifiques
possible. Aprées chaque ronde de sélection positive, les lymphocytes B retournent soit dans la zone
sombre du CG ou quittent celui-ci en tant que lymphocytes B mémoire ou plasmocytes produisant
des Ac. C’est le temps passé dans le CG et le nombre de rondes ainsi que la force du signal du BCR

qui dictent la différenciation des lymphocytes B dans un des deux types matures (203).

Les lymphocytes B de la MZ font partie d’une population hétérogéne et sont identifiés par
leur expression des marqueurs IgM™, IgD'°¥, CD27, CD21 et CD1c (204). Ils se situent dans un
compartiment anatomique localisé au pourtour des CG soit entre la pulpe blanche, qui se trouve a
étre un tissu lymphoide secondaire, et la pulpe rouge qui est riche en érythrocytes. Cette région
anatomique permet aux lymphocytes B de la MZ d’étre hautement exposés aux antigénes (205).
Chez I’humain, ces lymphocytes ont la capacité de recirculer en périphérie vers d’autres OLS ainsi
que vers certains tissus lymphoides au sein des muqueuses. Ils sont ainsi les premiers a entrer en
contact avec les antigenes dans les OLS (206). Les lymphocytes B de la MZ sont dits innés ou de
premiere ligne puisqu’ils possedent un BCR polyréactif qui leur permet de reconnaitre un grand

nombre d’antigenes et la capacité a réagir rapidement. De plus, leur seuil d’activation est beaucoup
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plus faible que celui des lymphocytes B folliculaires. Ils possédent également de nombreux TLRs
et lectines a leur surface ce qui permet de reconnaitre une vaste gamme de PAMPs/DAMPs (207).
Les antigeénes peuvent étre présentés aux lymphocytes B de la MZ par des APC ou étre libres et
étre capturés par des neutrophiles auxiliaires des lymphocytes B qui se différencient en
neutrophiles circulants suite a la production d’IL-10. Les neutrophiles et les APC libérent BAFF et
d’autres cytokines qui lieront leurs récepteurs spécifiques entrainant de concert 1’activation des
cellules B et leur différenciation en plasmocyte a court terme sécrétant des IgM, mais également
des IgG et des IgA via la commutation isotypique de classe. Ce type d’activation permet donc aux
lymphocytes B de la MZ de produire des anticorps sans 1’aide des lymphocytes T. Ces cellules ont
aussi la capacité¢ d’étre activées de mani¢re T-dépendante, en agissant comme cellules
présentatrices d’antigénes pour les lymphocytes T, grace a la forte présence de CMH-II a leur
surface. Les lymphocytes B de la MZ peuvent également transporter des complexes antigéne-
complément vers la zone folliculaire pour les déposer a la surface des DCs folliculaires ce qui
permettra aux autres types de lymphocytes B présents dans les centres germinatifs d’entrer en
contact avec ’antigéne. Finalement, les lymphocytes B de la MZ auraient aussi des fonctions

régulatrices qui permettraient de moduler la réponse des lymphocytes T (202).

Les lymphocytes B régulateurs (Breg) jouent un role important dans la régulation des
réponses inflammatoires via I’expression de molécules de surface et la production de diverses
cytokines (208). La sécrétion de I’IL-10 par les Bregs a pour effet de supprimer I’inflammation en
diminuant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 'IFN-y et ’IL-17 ce qui
diminue ’activation des lymphocytes T, macrophages, et des DCs. Elle a également pour effet
d’augmenter la polarisation des lymphocytes T en Th2 en supprimant la différenciation des Teff
(Th1/Th17). L’IL-35 et le TGF-p posseédent un effet similaire a cette derniere par rapport a
I’activation des Teff, mais favorisent également I’expansion des Tregs (209). De récentes études
dans notre laboratoire ont démontré que les lymphocytes B précurseurs de la MZ du sang circulant
et des amygdales expriment de hauts niveaux de CD83 a leur surface et de NR4A -1, -2, -3 chez
des donneurs sains. La famille NR4A comporte des facteurs de transcription importants dans la
régulation de la réponse inflammatoire. Ainsi, les lymphocytes B précurseurs de la MZ démontrent
une fonction régulatrice et contrdlent la régulation des lymphocytes T suite a une activation in
vitro. Ce phénotype observé est dépendant de 1’expression de la molécule de surface

immunorégulatrice CD83 qui est directement régulée par la famille NR4A (210).
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Au niveau du TGF, les lymphocytes B représentent une population minoritaire soit moins
de 1% des leucocytes. Ils sont retrouvés principalement a ’intérieur d’agrégats lymphoides tandis
que les plasmocytes sont retrouvés dans la lamina propria de I’utérus et du vagin (191). Les
hormones sexuelles influencent grandement la taille et la composition des agrégats ainsi que le
niveau des anticorps et le type d’isotype produit. Leur fonction principale dans le TGF est de
collaborer avec les cellules épithéliales afin de créer une premiere ligne de défense de 1’hote par la
sécrétion d’anticorps (211). Les cellules épithéliales coordonnent le transport transépithélial des
IgA vers la lumicre vaginale grace a une glycoprotéine transmembranaire nommeée récepteur Ig
polymérique (pIgR) (212). Les anticorps IgA, principalement produits localement en diméres par
les plasmocytes au niveau des muqueuses, ont pour fonction de contrdler la flore commensale et
de neutraliser les pathogenes et les toxines. Toutefois, une partie des anticorps retrouvés dans les
sécrétions vaginales et le mucus sont produits par les lymphocytes B du sang périphérique. De plus,
le TGF est caractérisé par son taux élevé d’IgG par rapport au sérum et une prédominance de ceux-
ci par rapport aux autres muqueuses (90, 155). Le transport des IgG a travers I’épithélium vers la
lumiére vaginale se fait grace au récepteur de la fraction cristallisable néonatal (FcRn). Ce transport
est bidirectionnel et permet d’importer des complexes antigéne-IgG vers le tissu suite a sa liaison
dans la lumiére vaginale. Ces complexes pourront ensuite entrer en contact avec des leucocytes

ayant une fonction effectrice (213).
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3 Meécanismes d’invasion par le VIH dans le TGF

En Afrique subsaharienne la majorité des nouvelles infections sont acquises chez la femme
de maniére hétérosexuelle, méme si la probabilité d’infection par voie intravaginale lors d’une
relation sexuelle est faible (1). Cette vulnérabilité accrue des femmes face a I’infection au VIH
découle de multiples facteurs biologiques, sociaux et culturels. Au niveau biologique se retrouvent
les déréglements de la flore bactérienne pouvant mener a une vaginose, la présence d’ulcéres, la
présence d’ITS et la prise de contraceptifs oraux. Parmi les comportements a risque, les mieux
documentés pour la transmission sexuelle du VIH figurent : les débuts précoces des relations
sexuelles (14 ans et moins) (214), différence d’age entre les partenaires sexuels (215), le nombre
de partenaires sexuels (216) et I’absence ou la mauvaise utilisation de condom (217). De plus,
certains comportements socioculturels peuvent influencer tels que 1’inégalité entre les sexes, la
pauvreté et les normes sexuelles. Certaines pratiques intravaginales peuvent aussi mener a une
augmentation du risque d’infection au VIH telle que les lavages et 'utilisation de produits
chimiques pour des raisons sexuelles ou d’hygiéne comme les savons (ex : citron, vinaigre, savons,
produits ménagers et produits commerciaux de douche vaginale, etc.), ce qui enléve le mucus et

augmente les risques d’acquisition d’une ITS (43).

A ce jour, les mécanismes d’entrée du VIH dans le TGF ne sont pas encore complétement
¢lucidés et plusieurs de nos connaissances sur le sujet se basent sur des ¢tudes faites sur le GALT
ainsi que sur le modéle d’étude de transmission du SIV a travers la barriere mucosale chez les

macaques rhésus (voir figure 8).

Le VIH peut entrer dans de multiples types cellulaires soit les monocytes, les lymphocytes
T, les macrophages, les DCs ainsi que les cellules épithéliales et les fibroblastes. Cependant, les
cellules épithéliales, les DCs et les LCs semblent jouer un role critique dans 1’infection au VIH en
détectant sa présence via les PRRs et en orchestrant une réponse cellulaire et inflammatoire
adéquate. Les cellules épithéliales ne semblent pas étre infectées par le virus, mais permettent son
endocytose via le récepteur galactosylcéramide (GalCer). Ce dernier est hautement exprimé au pole
luminal des cellules épithéliales et peut lier les glycoprotéines de 1I’enveloppe virale gp120 et gp41
permettant son transfert aux DCs et aux autres cellules cibles présentes sous 1’épithélium (218).
Une autre voie par laquelle le virus peut étre endocyté est par 1’intermédiaire du récepteur gp340
faisant partie de la famille des scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) présent a la surface des
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cellules épithéliales. Suite a I’internalisation du virion, les cellules épithéliales produisent le facteur
TSLP, via la voie de signalisation des TLR7, activant les DCs et augmentant la dissémination virale
aux lymphocytes T CD4" (219). Le virus peut également traverser la barriére épithéliale due a des
microabrasions provenant possiblement de frictions coitales ou de 1ésions suite a une ITS. De plus,
I’environnement inflammatoire généré, entre autres, par les TNFs ou par I’activité soutenue des
Th17 en début d’infection, peut jouer un role dans le maintien de I’intégrité de la barriere épithéliale

(220).

Les études sur la transmission du SIV chez les macaques rhésus et du VIH chez I’humain
ont permis de déterminer que les DCs et LCs a la surface des muqueuses sont les premiers types
cellulaires a étre exposés et possiblement infectés au VIH. Le récepteur lectine de type C DC-SIGN
lie la gp120 virale qui est hautement glycolysée (221). Ceci favorise 1’attachement du virion a la
surface cellulaire sans toutefois infecter la cellule. Les récepteurs DC-SIGN sont fortement
exprimés a la surface des DCs immatures puisqu’ils permettent la capture de pathogeénes essentiels
au role de capteur de I’environnement de ces cellules. Les DCs immatures ont une grande capacité
d’endocytose et de dégradation en vue de la présentation antigénique. Toutefois, les virus ne sont
pas toujours endocytés et restent alors intacts a la surface cellulaire permettant le transfert des
virions a des cellules cibles. Ce processus de transfert sans réplication du virus est nommé trans-
infection. Les DCs matures sont plus réfractaires a I’infection, dii a leur expression de facteurs de
restriction comme SAMHD1 (222), et ont une meilleure capacité de transfert par des mécanismes
n’impliquant pas des lectines. Etant mature, la capacité d’endocytose est diminuée, mais ces DCs
peuvent internaliser les virus dans des structures multivésiculaires ou les virions seront conserves
afin d’étre transportés aux OLS ou ils seront exocytés dans un exosome vers des lymphocytes Teff
CD4"CCRS5" résidents, ce qui facilitera I’infection systémique (50). De plus, I’infection des DCs
permet la formation de synapse infectieuse avec les lymphocytes T adjacents dans laquelle la
concentration de récepteurs et corécepteurs du VIH est augmentée, favorisant I’infection des
lymphocytes T (223). Des études ont démontré que les DCs et les LCs résidant dans les muqueuses
génitales expriment davantage a leur surface les récepteurs DC-SIGN et Langerin respectivement,
les rendant ainsi plus accessibles au virus (221, 224). D’autres types cellulaires expriment des
molécules de surface qui peuvent également faciliter 1’attachement extracellulaire du VIH tels que
le récepteur GalCer, les Heparan Sulfate Proteoglycans (HSPG), une famille de glycoprotéines de

surface, et les récepteurs mannose qui sont exprimés par les macrophages et les cellules
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¢épithéliales, tout comme 1’intégrine 047 responsable du déplacement au GALT des lymphocytes
T et B. Des études chez les macaques rhésus ont démontré que le blocage d’a4p7 et des récepteurs
lectine de type C par des anticorps permettait une réduction de la charge virale plasmatique et

mucosale (225).

Dans le modele d’étude du SIV, il a été démontré que, suite a la transmission du virus, les
cellules cibles préférentielles étaient une sous-population des lymphocytes T CD4 " soit les Th17
CCR6" (226, 227). De plus, de fortes doses de SIV dans la muqueuse vaginale entrainent une
augmentation de la production de la chimiokine MIP-3a, par les cellules épithéliales (228). Le
principal ligand de cette chimiokine est le récepteur CCR6 qui est exprimé par les DCs et LCs
immatures, les pDCs, les macrophages et les Th17, provoquant leur migration vers les cellules
¢épithéliales de la muqueuse. D’autres études ont démontré que le blocage précoce de MIP-3a
préviendrait le recrutement et 1’établissement de ces populations cellulaires tout en réduisant

I’environnement inflammatoire ce qui diminuerait les chances d’infection (50).

L’établissement d’une infection systémique conduit finalement a un épuisement massif des
lymphocytes T CD4" dont principalement les Th17 dans les muqueuses. La perte des Th17 entraine
un débalancement immunitaire favorisant les lymphocytes Tregs chez les personnes infectées
(229). Lors de I’infection, ou dans des conditions inflammatoires, certaines populations de DCs
produisent I’enzyme IDO en réponse au IFN-a et aux agonistes du TLR (228). Cette enzyme est la
clé qui permet la régulation entre les Tregs et les Th17. Une augmentation d’IDO cause un
débalancement entre ces deux populations cellulaires résultant en une déplétion des Th17 et une
expansion graduelle des Tregs (6, 50). La production de cette enzyme contribue donc a la

persistance d’un état inflammatoire dans le contexte d’une infection chronique au VIH (230).

De récentes études au niveau des populations cellulaires résidentes aux muqueuses ont mis
en lumiére I’implication des LCs, des DCs et des macrophages dans la sélection de la souche
fondatrice du virus suite a leur contact avec celui-ci. Méme si les macrophages ne sont pas infectés
de maniéere efficace par le virus, ces études ont démontré que cette population cellulaire semble
jouer un role important dans la dissémination et la transmission du virus a d’autres cellules (231,

232).
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Figure 8. Mod¢le de transmission du SIV chez le rhésus macaque

En quelques heures, le virus traverse la barriere épithéliale via divers mécanismes afin
d’atteindre les populations cellulaires cibles. La petite population infectée initialement est
principalement composée de lymphocytes T CD4" résidents. La production de MIP-3a
entraine le recrutement des pDCs qui sécrétent a leur tour du MIP-1B ce qui cause un
recrutement massif de cellules cibles. Une expansion locale est nécessaire a la
dissémination dans les organes lymphoides drainants. Ainsi, le virus atteindra la circulation
sanguine ce qui permettra d’établir une infection secondaire aux organes lymphatiques
secondaires puis une infection systémique. Reproduction avec la permission de Springer
Nature, Nature (50), numéro de licence : 5124890677752. Copyrights 2010.
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4 Immunité Naturelle au sein des travailleuses du sexe de la cohorte

béninoise

4.1 Les individus hautement exposés séronégatifs (HESN)

I1 existe une minorité de personnes qui sont exposées de facon répétée au VIH, mais qui ne
développent pas I’infection. Ces personnes sont considérées comme hautement exposées au VIH
et séronégatives (Highly Exposed SeroNegative, HESN) et sont donc négatives pour la présence
des IgG ciblant la protéine gp120 de I’enveloppe virale ainsi que pour la présence d’ARN viral
dans leur sang, malgré une haute exposition répétée au virus. Ces individus peuvent étre regroupés
par type d’exposition au VIH. Parmi eux, se retrouvent (i) les individus exposés non sexuellement
tels que les nourrissons nés de meres séropositives ou les utilisateurs de drogues injectables, (ii) les
couples sérodiscordants dont un des deux partenaires est infecté par le VIH, (iii) les personnes
ayant des relations sexuelles a haut risque telles que les hommes ayant des relations sexuelles avec
d’autres hommes (HARSAH) et les travailleuses du sexe (CSW) (233, 234). L’étude des groupes
de HESNs fournit des données trés utiles pour I’identification d’un modele d’immunité naturelle
ainsi que des facteurs contribuant a leur protection contre le VIH. Ces données pourraient étre
utilisées dans 1’élaboration d’une stratégie préventive contre la maladie. Les deux groupes de
HESN:S les plus étudiés sont ceux des travailleuses du sexe et les couples sérodiscordants, car les
détails précis de leur exposition sont connus. De plus, plusieurs études portant sur les HESNs
CSWs ont été faites sur des cohortes de femmes africaines, car elles s’infectaient de maniére

hétérosexuelle. Les HESNs CSWs du Bénin seront davantage détaillés dans la prochaine section.

4.2 Description de la cohorte de travailleuses du sexe béninoise

Le Bénin est un pays d’Afrique de 1’Ouest dont la capitale officielle est Porto-Novo, mais
sa plus grande ville est Cotonou. Selon ONUSIDA 2020, la prévalence du VIH chez les

travailleuses du sexe au Bénin est d’environ 8,5% (1).

En collaboration avec d’autres groupes de recherche, notre laboratoire a établi une cohorte

de CSWs fortement exposée au VIH. Dans cette cohorte de CSWs (n = 281), des femmes ont été
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identifiées comme étant séropositives (n = 129) et on y référera dans les textes suivants comme
étant le groupe « CSWs HIV™ ». De plus, des femmes CSWs non infectées (n = 152) ont aussi été
identifiées dans ce groupe et parmi elles, certaines ont été classifiées comme étant HESNs
lorsqu’elles demeuraient s€ronégatives apres quatre ans ou plus de travail sexuel. Ces femmes ont
été recrutées lors de leur suivi dans une clinique pour les travailleurs du sexe a Cotonou. Lors de
leur inscription, les participantes ont été invitées a répondre a un questionnaire démographique et
comportemental détaillé sur leur travail et leurs habitudes de vie. Un autre groupe de femmes non
infectées et faiblement exposées au VIH a été recruté dans la population générale afin de servir de
population contréle (n = 70), on y référera alors comme étant « Non CSWs HIV™ ». Ces
participantes ont été inscrites dans une clinique de santé générale de Cotonou ou elles ont répondu
a un questionnaire spécifique a leur situation. Toutes ces femmes ont donné préalablement leur
consentement par écrit. Les Non CSWs HIV™ ont effectué¢ une seule visite de suivi alors que les

groupes de CSWs ont été suivis a chaque trois mois sur une période de trois ans.

A chaque visite, les participantes ont subi un examen de santé général et gynécologique, ce
qui a permis (i) le diagnostic d’éventuelles vaginoses bactériennes, ulcéres génitaux, cervicites,
etc.; (i1) le dépistage de possibles ITS telles que la gonorrhée, la chlamydia, I’herpés simplex de
type I (HSV-2) et le VIH-1; (iii) de procéder a des prélévements d’échantillons sérologiques et
cervico-vaginaux tel que le lavage cervico-vaginal (CVL) et la cytobrosse. Les femmes
séropositives ont été informées de leurs status cliniques et ont recu des conseils sur divers aspects
de la transmission du VIH puis dirigées vers les programmes nationaux de traitement ART. De

plus, elles ont regu un traitement si elles avaient des infections connexes.

Lors du choix des participantes pour les études au laboratoire, les femmes qui étaient
mineures (mois de 18 ans), enceintes, menstruées, sous contraceptifs oraux, positives pour le HSV-

2 ou présentant des co-infections ont été exclues.

4.3 Etudes HESNs CSWs

L’¢étude des groupes de HESNs comme modele d’immunité naturelle contre le VIH est tres
importante dans I’¢laboration d’une stratégie préventive contre la maladie. Toutefois, il n’y a pas
de mécanisme précis connu permettant d’expliquer la protection immunitaire dont bénéficient les
HESNs contre le virus. Cette réponse semble impliquer plusieurs facteurs tels que des
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polymorphismes génétiques, I’immunité innée ainsi que I’immunité systémique et mucosale. Parmi
ces facteurs, plusieurs visent a limiter I’entrée du VIH dans les cellules (86). Il a ét¢ démontré dans
plusieurs cohortes de HESNs que leur résistance naturelle au VIH impliquerait la capacité de I’hote
a orchestrer des populations cellulaires dynamiques afin de maintenir des conditions
inflammatoires basses au site d’exposition (4, 235-237). En effet, il a ét¢ démontré que la présence
de protéines neutralisantes dans la muqueuse génitale des HESNs telles que des protéases et de

hauts niveaux de facteurs anti-inflammatoires, ce qui pourrait leur conférer une certaine protection

(6, 238, 239).

Dans une cohorte de HESNs CSWs du Kenya, une réduction de ’activation immunitaire
définie par une expression réduite de CD69 chez les lymphocytes T CD4" et CD8" a été observée
chez les HESNs comparativement aux CSWs HIV". Cette diminution concorde avec la fréquence
¢levée des lymphocytes Tregs présents chez les HESNs ce qui pourrait contribuer a une régulation
immunitaire plus efficace (236, 240). De plus, chez ces individus les lymphocytes T CD4" semblent
posséder une plus grande capacité a proliférer et a produire de I’'IL-2 et autres cytokines en réponse
aux peptides de I’enveloppe virale p24 (241). Dans plusieurs études effectuées sur des groupes de
HESNS, il a été démontré, au niveau de la muqueuse génitale et en plus petites proportion au niveau
systémique, ’existence de lymphocytes T CD4" polyfonctionnels et CD8" cytotoxique ayant une

réponse spécifique au VIH-1(242, 243).

Dans la cohorte de CSWs du Bénin, il a été observé que les niveaux de BAFF soluble étaient
plus bas chez les HESNs que chez les Non CSWs HIV™ et les CSWs HIV™ lors de 1’étude sur le
compartiment sanguin et génital. Ces faibles niveaux solubles n’ont pas altéré la fréquence des
précurseurs de lymphocytes B de la MZ dans le sang dont les niveaux sont similaires a ceux
observés chez les Non CSWs HIV™. Cependant, le taux de cellules exprimant BAFF a leur surface
était plus ¢élevé dans le compartiment sanguin des HESNs, mais 1’expression par ces cellules est
plus faible que pour les deux autres groupes. Ceci pourrait impliquer une régulation de I’expression
et de la libération de BAFF qui semble permettre de conserver un certain niveau d’homéostasie au
sein des populations de lymphocytes B du sang. Dans le compartiment génital, le taux de cellules
exprimant BAFF a leur surface était réduit, mais elles exprimaient davantage cette molécule. Ceci
correspond avec le faible taux de lymphocytes B MZ exprimant CDlc retrouvé dans 1’exocol.

Toutefois, des populations de lymphocytes B MZ exprimant CDl1c capables de se lier plus
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facilement a la gp120 glycosylée ont ét¢ identifiées dans le TGF chez les HESNs. Cette capacité
pourrait permettre aux populations B innées de type CD1c" de transférer le virus aux populations
cibles, mais aussi d’avoir une production rapide d’anticorps reconnaissant la protéine Env (244).
Chez les femmes CSWs VIH", des niveaux élevés de BAFF soluble dans le sang et le TGF ont été
observés. Ces résultats concordent avec les niveaux observés dans la cohorte HARSAH ainsi que
dans la cohorte de progresseurs classiques et rapides infectés par le VIH (245). Des études ont
démontré que la présence de Nef soluble peut moduler directement I’expression de BAFF a la
surface des cellules et son relargage par les MoDCs ce qui pourrait expliquer en partie les niveaux
élevés observés dans la cohorte béninoise (246). La surexpression de BAFF chez les CSWs VIH"
entraine une hyperglobulinémie qui pourrait étre liée a une augmentation des lymphocytes B innés
de la MZ de type précurseur exprimant IL-10 (247). Ces observations concordent avec le
déréglement du compartiment des lymphocytes B et 1’altération de la réponse humorale chez les

patients atteints du VIH (244, 245).

Les ¢études de la cohorte de HESNs CSWs de Cote d’Ivoire ont permis d’établir I’existence
d’anticorps neutralisants IgA ayant une réponse spécifique au VIH et qui permettraient de bloquer
la transcytose du virus a travers la barriére épithéliale (248-250). Cette observation a aussi été
démontrée dans les cohortes du Kenya et de I’Italie dans les deux compartiments, sanguin et
muqueux (251, 252). Toutefois, il n’a pas été possible de détecter suffisamment d’IgAl et IgA2
spécifiques aux glycoprotéines de I’enveloppe dans le CVL des HESNs du Bénin (244). A ce jour,
les études sur le sujet rapportent des résultats contradictoires et c’est pour cette raison que le rdle
de protection de ces anticorps contre le VIH reste encore controversé (248). Dans la cohorte
béninoise il a été possible de détecter des IgG spécifiques aux glycoprotéines de 1’enveloppe du
VIH, neutralisant, et ayant une activité ADCC dans le sang et dans le CVL chez les CSWs VIH',
mais pas chez les HESNs (253). 1l a toutefois €té possible de détecter chez certaines HESNs des
anticorps IgG1 qui réagissaient contre la protéine gp4l de ’enveloppe (244). Ces anticorps
proviennent probablement des lymphocytes B de premicre ligne (254) et réagissent donc aussi
contre le microbiome, comme la plupart des anticorps réagissant contre gp41 sont connus pour le
faire (255). Cette observation laisse supposer que I’immunité naturelle des HESNs n’est
probablement pas médiée par I’activité neutralisante des IgG ou par la réponse ADCC et pourrait
impliquer d’autres fonctions des immunoglobulines conférant ainsi un certain niveau de protection

comme le laissent supposer toutes ces €tudes (256).
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L’immunité naturelle au VIH des HESNs est associée a un profil inflammatoire bas dans le
compartiment sanguin et génital (3, 6, 238). Lors de précédentes études effectuées au laboratoire,
il a été observé que les HESNSs par rapport aux CSWs HIV ' possédaient de faibles taux de cytokines
pro-inflammatoires tels que I'IL-1a, I’'IFN-y et le TNF-a ainsi que de chimiokines telles que
monokine induced by IFN-y (MIG) et de IFN-y induced protein 10 (IP-10) dans des échantillons
de CVL (4, 235). Ces deux dernieéres molécules se lient au récepteur CXCR3 qui permet le
recrutement des lymphocytes T. Cela pourrait induire une certaine résistance chez les HESNs en
diminuant le recrutement de cellules cibles du VIH (3). De plus, il a été observé chez les HESNS,
qu’elles possédaient un polymorphisme d’IRF-1, résultant en une plus petite production de celui-
ci. Cette réduction de production permet d’induire une diminution de la réponse a IFN-y et diminue
le risque d’infection au VIH (257, 258). 11 a aussi été observé chez les HESNs qu’elles sécrétaient
de plus hauts niveaux de B-chimiokines au niveau des muqueuses telles que MIP-1a, MIP-13/CCL4
et RANTES qui sont associés a la prévention de I’infection, car elles ont la capacité a entrer en
compétition avec le virus en se liant au corécepteur CCRS lorsqu’elles sont présentes en grande

concentration (4, 119, 235, 259).

Pour permettre la procréation, le TGF doit devenir tolérant au liquide séminal ce qui
augmente les risques d’ITS, le systtme immunitaire doit alors augmenter sa surveillance en
recrutant des cellules comme les DC et les granulocytes. De plus, le liquide séminal contient des
médiateurs tels que I’IL-10, le TGF-f et la prostaglandine qui induisent un profil plus tolérogénique
du TGF (260). Dans une cohorte de CSWs de Porto Rico, il a été observé qu’une exposition répétée
au liquide séminal peut augmenter 1’expression d’IFN-¢ dans le TGF chez les HESNs ce qui
diminue leur susceptibilité¢ au VIH (261). Dans la cohorte kényane de CSWs, certaines HESN's ont
séroconverti de fagon tardive suite a un arrét du travail du sexe, ce qui laisse supposer que ce statut
implique une réponse immunitaire en lien avec une activité sexuelle maintenue et une exposition

constante aux antigenes (262).

Dans la cohorte béninoise, les HESNs présentaient des niveaux élevés d’IL-10 et de HLA-
G solubles par rapport aux Non CSWs HIV™ en créant un environnement de type immunorégulateur
lorsque I’augmentation d’IL-10 est modérée. Cela pourrait diminuer la susceptibilité¢ au VIH en
réduisant la disponibilité des cellules cibles au site initial de 1’infection. Toutefois, cette arme

pourrait €tre un couteau a double tranchant puisqu’une augmentation élevée d’IL-10 pourrait
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maintenir une activation et une dérégulation cellulaire chronique entravant 1’éradication du virus
comme les résultats sur les CSWs HIV" le démontrent. En effet, la progression de I’infection est
associée a un déséquilibre entre les cellules effectrices et celles régulatrices qui est causé par le
maintien des hauts niveaux d’IL-10. De plus, la présence ¢levée d’IFN-a dans les échantillons de
CVL des HESNs comparativement aux autres groupes a été observée ce qui pourrait étre essentiel
pour maintenir ’homéostasie immunitaire antivirale (263). En effet, les interférons stimulent une
famille de geénes appelés genes stimulés par I'TFN (ISG) qui ont des effets d’interférences avec de
multiples virus a de nombreuses étapes du cycle de réplication. Les ISGs comprennent plusieurs
facteurs de restriction dont Trim5a, APOBEC3A, SAMHDI, myxovirus resistance protein B
(MxB) et Tetherin (264).

Les niveaux ¢levés d’IFN-o et d’IL-10 observés dans le TGF des HESNs béninoises
pourraient contribuer a un profil antiviral et immunorégulateur chez ces individus. Ces
observations concordent avec la présence de cellules myéloides HLA-DR" des HESNs du Bénin
exprimant davantage de TLR7, IFN-a, IL-10 et HLA-G que les deux autres groupes (263). Parmi
ces cellules myéloides, une sous-population ayant un profil HLA-DR"CD14"CD11¢" exprimant de
hauts niveaux d’IFN-a et de molécules associées a I’immunorégulation telles que 1’IL-10, HLA-
G, ILT4 and CD103 a été observée. Cette sous-population myéloide provient possiblement de
MoDCs tolérogéniques ou DC-10 et concorderait donc avec les fréquences élevées de lymphocytes
Tregs et Trl aux muqueuses qui expriment de hauts niveaux de Programmed cell Death-1 (PD-1)

(263).
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S Les monocytes

Les monocytes sont des cellules de I'immunité innée qui participent a la défense de
premicre ligne contre les virus, les bactéries, les mycetes et les infections parasitaires. Ils
participent é€galement a I’immunité adaptative grace a leur capacité de phagocytose et de

présentation d’antigeéne (265).

Les monocytes étaient originalement classés comme des cellules précurseurs des DC et des
macrophages, ce qui a été remis en cause lors de la découverte de sous-populations de DCs et de
macrophages provenant directement de progéniteurs de la moelle osseuse et qui étaient
indépendants de la présence de monocytes comme les pDCs et les LCs (266). Les monocytes sont
maintenant étudiés comme cellules immunitaires capables de fonctionner a la fois comme cellules
effectrices et comme cellules précurseurs. Leur grande plasticité leur permet de se différentier en
une vaste gamme de phénotypes cellulaires dont macrophages, MoDCs, ostéoclastes et microglies

selon les cytokines et I’environnement inflammatoire (162).

5.1 Les sous-populations monocytaires

Les monocytes sont les plus grosses cellules mononucléées circulantes dans le sang et elles
possedent un phénotype hétérogene relié¢ a leur développement. Les monocytes chez la souris et
I’humain possédent une morphologie particuliére caractérisée par leur forme irréguliere, leur gros
noyau ovale ou en forme de fer a cheval et des vésicules cytoplasmiques a granulosité variable
(267). La classification originale des monocytes était basée sur leur morphologie et leur
cytochimie. Les avancées de tri cellulaire induit par fluorescence (FACS) permettent maintenant
de baser cette classification sur leurs marqueurs d’expression dont principalement 1’expression de
CD14 et CD16 (268). La glycoprotéine membranaire CD14 agit comme protéine accessoire au
TLR4 en tant que corécepteur pour les LPS des bactéries Gram- (269). Le récepteur CD16
(FcyRIII) appartient a la superfamille des récepteurs de la fraction cristallisable (FcR) des IgG qui
est impliquée dans la réponse ADCC. Cette réponse est un mécanisme de défense immunitaire qui
permet la lyse de cellules cibles, marquées par des anticorps, par des cellules effectrices comme
les macrophages, et les neutrophiles et les NKs qui reconnaissent ces IgG. Le récepteur CD16 est

aussi exprimé par les NKs, permettant d’activer la lyse des cellules cibles, ainsi que par les
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macrophages et neutrophiles qui I’utilisent pour le nettoyage de pathogénes opsonisés par des Ac
(268). Les monocytes sont subdivisés en sous-populations selon leur expression différentielle de
ces deux marqueurs, représentant un gradient de différenciation. Il existe trois sous-populations
principales de monocytes soit les classiques CD14"CD16-, les intermédiaires CD14°CD16" et les
non-classiques CD14°¥4mCD16" (162). Ces sous-populations se différentient par leur niveau
d’expression des niveaux de récepteurs chimiokinique CCR2 et du récepteur de la fractalkine
CX3CRI. En effet, CCR2 est hautement exprimé par la majorité des monocytes classiques alors
que le récepteur CX3CRI est au plus bas a ce stade augmentant graduellement chez les monocytes

intermédiaires et les monocytes non-classiques alors que CCR2 diminue inversement (270).

Les monocytes sont des populations cellulaires tres bien conservées qui sont présentes chez
toutes les espéces de vertébrés. Ils représentent 10% des leucocytes du sang périphérique chez
I’humain et 4% chez la souris. Chez cette derniére, les sous-populations monocytaires sont
différenciées principalement grace a I’expression d’antigéne lymphocytaire 6 C (Ly6C) et
I’équivalent des monocytes classiques a été identifié comme étant Ly6C"2" et celui des monocytes
non classiques Ly6C'*". Similairement a I’humain, le récepteur CX3CR1 est hautement exprimé
chez les Ly6C'*" et CCR2 est hautement exprimé chez les Ly6Che" (270). A ce jour, il n’y a pas

de consensus sur un équivalent murin pour les monocytes intermédiaires humains (271).

5.2 Les monocytes classiques

Les monocytes classiques constituent la majorité de la population monocytaire, soit 90%
des monocytes totaux du sang périphérique chez I’humain. Ces cellules expriment fortement a leur
surface le récepteur chimiokinique CCR2, le récepteur TLR4 ainsi que la L-lectine (CD62L) et
I’intégrine CD11b (162). Toutefois, ces monocytes expriment peu le récepteur CX3CRI1 ainsi que
HLA-DR. L’analyse de leur transcriptome a permis de mettre en évidence 1’expression élevée de
genes pour les récepteurs low-density lipoprotein receptor (LDLR), scavenger receptor class B
type-1 (SCARBI) et Stabilin-1 (STAB1). Ceux-ci permettent une meilleure fonction phagocytaire
aux monocytes classiques, ce qui est une de leurs fonctions principales (272). Ils ont également
une activité métabolique supérieure de 1’enzyme myeloperoxidase et une plus grande production

de I’ion superoxyde qui leur permet de détruire les bactéries phagocytées. De plus, les monocytes
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classiques sont capables de produire de hauts niveaux d’IL-10, mais de faibles niveaux de TNFs

(273).

5.3 Les monocytes non-classiques

Les monocytes non-classiques représentent 2-10% des monocytes totaux du sang
périphérique chez I’humain. Ces cellules possédent peu de granules et expriment peu CCR2 et
CD11b. Cependant, leur role principal consiste essentiellement a patrouiller « patrolling » afin de
détecter des signaux inflammatoires et de prévenir les dommages tissulaires (162). A cet effet, elles
possedent davantage de molécules d’activation HLA-DR a leur surface ainsi que les TLR-7/8 qui
permettent de détecter les acides nucléiques et les virus. Lors de la phagocytose de débris cellulaires
nécrosés a la surface de 1’endothélium, cela peut activer leurs TLR-7/8, leur faisant produire des
cytokines comme CCL3 et CCL5 et chimiokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-1p et
IL-6 qui permettent, entre autres, le recrutement de neutrophiles au site de nécrose tissulaire (274).
Lors de I’activation par des produits bactériens comme les LPS, les monocytes non-classiques
produisent de faibles niveaux de cytokines pro-inflammatoires et davantage de facteurs anti-
inflammatoires ainsi que des facteurs de réparation tissulaire. Leur faible réponse aux LPS
comparativement aux monocytes classiques est, entre autres, reliée a leur expression plus basse de
CD14 (275). Elles expriment également fortement les récepteurs CX3CR1, CXCR4 et lymphocyte
function-associated antigen 1 (LFA-1) qui leur permettent d’interagir avec I’endothélium. Ce sont
des cellules hautement migratoires puisqu’elles expriment grandement les geénes codant pour le
cytosquelette. De plus, leur forte expression du récepteur CD16, qui est connu pour activer la
régulation négative de la voie métabolique dépendante du TLR-MyD88, les rend tolérantes a la
septicémie (276). Ces monocytes représentent également une source alternative d’IFN-a produit a
la suite de I’activation des TLRs agonistes de virus (277). Ils ont aussi la capacité de produire une
réponse anti-inflammatoire tolérogénique via leur récepteur ILT-4 qui se lie 8 HLA-G et induit la

différenciation de lymphocytes T CD4" en Trl (275).
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5.4 Les monocytes intermédiaires

Les monocytes intermédiaires représentent 2-5% des monocytes totaux du sang périphérique
chez I’humain. Ces monocytes possedent des fonctions se situant entre celles des classiques et des
non-classiques et comprennent la stimulation et la prolifération des lymphocytes T ainsi que la
production de ROS (278). Ils expriment de hauts niveaux de CMH-II dont sa chaine y (CD74) et
HLA-DR pour leur fonction d’APC ainsi que les molécules de costimulation CD80 et CD86 pour
leur liaison avec les lymphocytes T. Ils expriment également a leur surface des récepteurs
chimiokiniques tels que CX3CR1 et CCRS5 ainsi que des molécules d’adhésion cellulaire de type
intégrine comme intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) et CD11c. Suite a I’activation par
des LPS, les intermédiaires sont capables de produire de I’IL-10 en plus grande quantité que toutes

les autres sous-populations de monocytes (162).

5.5 Recrutement des monocytes dans les tissus

Les monocytes sont continuellement générés a partir de la moelle osseuse depuis des
cellules précurseurs hématopoiétiques. Le développement des monocytes du compartiment sanguin
a partir des cellules précurseurs dépend du facteur de croissance M-CSF. Le récepteur CCR2 est
nécessaire a la sortie des monocytes de la moelle osseuse vers la circulation sanguine, impliquant
un gradient de ses ligands soit les cytokines CCL2 et CCL7 qui peuvent provenir de multiples
sources. Une fois dans la circulation sanguine, les monocytes classiques passent environ une
journée a circuler dans le sang avant que la majorité de ceux-ci quitte le compartiment sanguin
pour les tissus ou induisent I’apoptose (279). Seulement une petite proportion des monocytes
classiques transite vers le stade intermédiaire ou ils passeront en moyenne 4.3 jours dans la
circulation avant de devenir des monocytes non-classiques. Ceux-ci passeront environ 7.4 jours a
patrouiller les vaisseaux sanguins avant de les quitter pour aller dans les tissus ou d’activer un
programme de mort cellulaire (280). De plus, la prolifération, la différenciation et la survie des
monocytes dépendent du facteur de transcription NR4A1. En effet, I’expression de NR4A1 est
nécessaire pour la génération et la survie des monocytes non-classiques dans le sang et dans les
tissus. Des expériences chez la souris ont démontré que celles déficientes en NR4A1 possédaient

90% moins de monocytes Ly6C'¥ (281).
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Dans des conditions normales, de grandes populations de monocytes classiques sont
maintenues dans les réservoirs comme la moelle osseuse, la rate et les poumons afin d’étre
disponibles pour un déploiement immédiat pour répondre a une infection ou a une blessure (282).
Ces monocytes assurent également la maintenance des populations de macrophages et de DCs dans
certains tissus. En effet, les macrophages résidants produisent CCL2 et CCL7, ce qui permet
d’assurer la maintenance de leur population en recrutant des monocytes CCR2" vers les tissus
(283). Les monocytes non-classiques se déplacent dans la circulation sanguine en patrouillant a la
surface de I’endothélium vasculaire. Ils sont donc les premiers a détecter des signaux
inflammatoires et a y répondre (284). Les monocytes intermédiaires circulent dans le compartiment
sanguin sans toutefois patrouiller activement 1’endothélium vasculaire. Ils possédent a la fois des
capacités phagocytaires et anti-inflammatoires ainsi que de hauts niveaux intracellulaires d’IL-13

et de TNF-a (285).

Le recrutement des monocytes a un site d’inflammation est crucial a la défense de 1’hote.
Durant I’inflammation, les monocytes non-classiques circulant dans le sang sont recrutés dans les
tissus inflammés en réponse a un signal chimiokinique. Ce processus tres régulé comprenant une
cascade de plusieurs étapes est appelé la diapédése. De plus, ’expression différentielle des
récepteurs chimiokiniques a la surface des différentes sous-populations de monocytes suggére
qu’elles peuvent étre recrutées dans différentes régions anatomiques (266). Les monocytes
classiques peuvent aussi €tre recrutés, suite a un stimulus inflammatoire, dans les tissus non
lymphoides via la liaison du récepteur CCR2 avec son ligand CCL2. Une fois stimulés, ces
monocytes produisent des cytokines proinflammatoires qui causent une augmentation de
I’activation immunitaire et permettent la destruction rapide des pathogénes. Malgré 1’efficacité de

ce processus, il implique des dommages tissulaires importants (275).

Le récepteur CX3CRI a la surface des monocytes non-classiques ainsi que ses ligands C-
X-C chimiokiniques (CXCL) CX3CL1 et CXCL12 sont nécessaires a la migration de ces cellules
vers les tissus inflammés. La chimiokine CX3CL1 ou fractalkine, est une glycoprotéine
transmembranaire exprimée constitutivement dans plusieurs organes tels que le ceeur, le cerveau et
le pancréas. Lorsqu’elle est clivée de la surface cellulaire, elle se retrouve soluble et possede des
propriétés chimioattractantes. Sa forme membranaire est également retrouvée a la surface des

cellules endothéliales vasculaires et permet la migration transendothéliale des monocytes CD16".
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L’interaction entre le ligand et le récepteur de la fractalkine induit la production de cytokines pro-
inflammatoires IL-6, monocyte chimioattracant protein 1 (MCP-1) et metalloprotéinase 9 (MMP-

9) (275).

Chez I’humain, toutes les sous-populations de monocytes se différencient in vitro en
MoDC. Ces populations possédent une signature transcriptomique différente selon le type de
monocyte dont ils proviennent (286). Les monocytes non-classiques, en présence de facteur de
stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et IL-4 in vitro, se différencient
rapidement a la suite de leur migration transendothéliale et acquierent préférentiellement des
caractéristiques de DCs et une forte expression de molécules de co-stimulation (287). D’autres
études in vitro ont démontré que les MoDCs provenant de la différenciation des non-classiques
expriment des molécules telles que CD103, retinoic acid synthesizing enzyme (RALDH) et TCF4
qui sont des marqueurs typiques des DCs retrouvés aux muqueuses (288). En effet, cette expression
préférentielle de RALDH est hautement exprimée par les DCs exprimant CD103 aux muqueuses
et jouant un réle dans I’homéostasie (286). L’enzyme RALDH permet la métabolisation de la
vitamine A de 1’alimentation en AR qui, a son tour, induit I’expression de molécules telle que
I’intégrine 04p7 et le récepteur chimiokinique CCR9 qui permettent le ralliement « homing » aux
intestins (289). De plus, le AR est important pour le développement et la maintenance des OLS
ainsi que le contrdle de I’induction de Tregs contribuant au maintien de I’homéostasie aux intestins
(290). Des études ont démontré qu’une augmentation de 1’expression de NR4A1 menait & une
diminution d’activation des MoDCs ainsi que des lymphocytes T (291). (284). 1l a été démontré
chez la souris que le facteur de transcription NR4A3 est nécessaire pour diriger la différenciation
des monocytes en MoDCs et leur permettre d’acquérir leurs caractéristiques migratoires

nécessaires a leurs fonctions (292).

5.6 Les monocytes dans le contexte du VIH

Environ deux semaines aprés I’entrée du virus dans 1’organisme, les lymphocytes T CD8"
commencent a s’accumuler alors que les lymphocytes T CD4" subissent une déplétion dans
I’intestin engendrant 1’augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale. Cette
augmentation de la perméabilité permet la translocation de produits bactériens vers la circulation

sanguine qui contribue a I’activation des monocytes circulants. Cette activation engendre des
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perturbations dans les sous-populations alors que la fréquence des intermédiaires et non-classiques
augmente (293). Les phénotypes des monocytes sont modifiés par cette activation ce qui diminue
I’efficacité de leurs fonctions effectrices. En effet, les monocytes suractivés peuvent produire des
quantités aberrantes de cytokines telles que TNF-a, IL-1p et IL-6 ce qui engendre une plus grande
activation du systéme immunitaire (294). Ils peuvent également produire de facon aberrante des
chimiokines qui causent le recrutement d’autres monocytes de facon non spécifique dans les tissus
(295). Ces effets peuvent aussi €tre causés par une infection directe des monocytes par le virus,
principalement via CD4 et le co-récepteur CCRS5 pour les classiques et CXCR4 pour les non-
classiques (162). L’infection des monocytes diminue leurs capacités a présenter des antigénes aux
lymphocytes T causé par une diminution de 1’expression de leur CMH-II ainsi qu’une inhibition

de la formation de complexes CMH-antigéne (296).

De maniére générale, les monocytes sont réfractaires a 1’infection au VIH puisqu’ils
possédent de faibles niveaux de désoxyribonucléosides triphosphates (ANTP) disponibles, dus a
leur destruction par le facteur de restriction SAMHDI1. Les dNTP sont nécessaires a la
rétrotranscription du VIH ce qui pourrait expliquer, en partie, la résistance des monocytes au virus
(297). Un autre mécanisme de restriction chez les monocytes est médi¢ par la voie B-caténine/TCF4
qui agit comme facteur de restriction de la réplication virale au niveau transcriptomique (298).
L’ADN viral est détecté¢ dans moins de 1% des monocytes du compartiment sanguin chez les
individus infectés (299). Plusieurs études ont démontré que les monocytes classiques sont plus
permissifs a I’infection au VIH et davantage d’ADN viral est détecté¢ dans cette sous-population
comparativement aux intermédiaires et non-classiques. Ceci concorde avec le fait que les
monocytes classiques expriment des niveaux de CCRS plus élevés que les deux autres sous-

populations, ce qui pourrait faciliter ’entrée du VIH dans la cellule (300).

Apres plusieurs mois ou années d’infection non traitée au VIH, la charge virale augmente
graduellement alors que la déplétion des lymphocytes T CD4" en nombre et en fonction continue.
Similairement, les monocytes sont dérégulés, augmentant le profil pro-inflammatoire au détriment
du profil phagocytaire (301). De plus, les monocytes du compartiment sanguin deviennent
anergiques di a une constante activation et a des niveaux inflammatoires élevés (302). Chez les
patients infectés chroniquement ne recevant pas d’ART et les patients en phase SIDA,

I’augmentation des monocytes intermédiaires et non-classiques peut atteindre des proportions de
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30-50% du compartiment des monocytes alors que chez les individus en santé, cette proportion se
situe entre 5-10% (294). Cette augmentation observée chez les individus séropositifs est
probablement causée par les hauts niveaux de M-CSF qui induit la maturation dont I’expansion des
monocytes CD16" (162). Aprés un an d’ART, les monocytes intermédiaires reviennent a des
niveaux de production de cytokines normaux diminuant ainsi la suractivation immunitaire et
I’inflammation produites en réponse au virus. Toutefois, les dérégulations au niveau des

proportions des sous-populations demeurent, malgré le traitement (303).

Les changements dans les sous-populations de monocytes sont associé¢s a de multiples
maladies, incluant les infections bactériennes et virales, les maladies auto-immunes et
I’inflammation chronique. Il a été observé que les monocytes intermédiaires sont plus abondants
dans les infections bactériennes causant la septicémie, dans la dengue, dans la maladie de Crohn,
dans certaines maladies cardiovasculaires et dans ’arthrite rhumatoide. Tandis que, les non-
classiques sont plus prévalents dans des conditions de parodontite et réduites dans les crises
cardiaques (304). Ces différents changements peuvent avoir de multiples répercussions sur la
réponse immunitaire et ses possibles déreéglements. Ainsi, I’altération dans les ratios de sous-
populations de monocytes lors de conditions pathologiques peut aussi influencer I’immunité

médiée par les MoDC:s, tel que suggéré dans le présent travail.
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6 Hypotheéses et objectifs de recherche

En regard de toutes les données sur les HESNs, nous pensons qu’une meilleure
compréhension de I’'immunité de ces femmes, plus précisément, au site initial de l’infection
pourrait aider au développement de nouvelles stratégies préventives et donc aider au contrdle de
I’infection au VIH. Le présent travail a pour but de continuer a approfondir les connaissances de
I’immunité naturelle des HESNs béninoises. Notre hypothése générale est que le maintien d’une
basse activité inflammatoire dans le TGF des HESNs est associé avec la présence de populations a
profil régulateur. Ainsi, les populations de cellules MoDCs a profil « tolérogénique/régulateur »
exprimant [L-10 et I[FN-a, observées au niveau du TGF des HESNs pourraient contribuer a induire
un potentiel antiviral et réguler une réponse immune au site initial de la transmission du VIH. Notre
hypothese spécifique est qu’il existe une différence phénotypique au niveau des populations de
monocytes qui pourrait étre impliquée dans la génération de ces MoDCs. Afin de tester cette
hypothése, I’objectif principal de mon projet est de caractériser le phénotype des monocytes du
sang circulant et de déterminer les niveaux de cytokines/chimiokines présents des milieux sanguin
et génital. Les objectifs spécifiques pour y arriver sont, pour les HESNs Béninoises et populations

controle (CSWs HIV™ avec travail du sexe sur 2.5-5 ans, CSWs HIV", Non CSWs HIV") :

1. Caractériser le transcriptome des monocytes totaux du sang circulant par RNA-seq

2. Caractériser I’expression de molécules antivirales et tolérogéniques/régulatrices par les
monocytes du sang circulant par cytométrie en flux

3. Caractériser le profil des cytokines/chimiokines dans le sérum/plasma et lavage cervico-
vaginal
L'immunité naturelle des HESNs semble toutefois dépendre d’une exposition fréquente au
virus et le maintien d’un profil « tolérogénique/régulateur ». De ce fait, nous avons identifié cinq
HESNs Béninoises ayant séroconverti. Nous avons donc eu la chance d’avoir acces a des
échantillons de participantes nouvellement séroconverties et de pouvoir suivre leur progression sur
plusieurs visites avant cette séroconversion. L'hypothése spécifique pour cette partie de mon projet
de recherche est que la modulation de certains facteurs immunitaires mucosaux et périphériques

clés sont associés a cette séroconversion. L’objectif spécifique pour cette partie a donc été de:

1. Caractériser le profil des cytokines/chimiokines dans le sérum/plasma et lavage cervico-
vaginal.
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Chapitre 2

Les profils génétique et moléculaire des monocytes sont associés a différentes
fonctions effectrices et régulatrices de ’immunité naturelle au VIH-1 chez les

femmes HESNs (en préparation)

Mise en contexte

Lors d’une étude précédente du laboratoire, nous avons identifié, dans le TGF des HESNS,
une population de DCs tolérogéniques exprimant des niveaux ¢élevés de molécules
immunorégulatrices et antivirales. Le profil de ces DCs tolérogéniques est semblable a celui des
MoDCs de type DC-10 et pourrait favoriser la différenciation des lymphocytes Tregs et Trl
retrouvés dans la muqueuse génitale des HESNs. Nous pensons que ces MoDCs contribuent a
I’orchestration d’un profil antiviral mais régulé aux portes d’entrées du VIH, favorisant ainsi une
réponse efficace sans exces d’inflammation. Dans ce travail, nous avons voulu caractériser les
monocytes du compartiment sanguin afin de déterminer s’ils possédaient un profil différentiel

pouvant générer ces DCs tolérogéniques observés précédemment dans le TGF.
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Résumé

Notre laboratoire et d’autres équipes de recherche ont recruté un groupe de travailleuses du
sexe (CSWs) a Cotonou (Bénin), dans lequel nous avons identifié des femmes dites hautement
exposées séronégatives (HESN), qui ne deviennent pas infectées par le VIH, et ce apres plus de
sept ans de travail sexuel actif. L’étude de ce groupe de femmes HESNs pourrait fournir
d’importants indices pour le développement de stratégies préventives étant donné qu’elles
représentent un modele d’immunité naturelle au VIH. Les HESNs Béninoises ont une réponse
inflammatoire contrélée au niveau du tractus génital et des profils antiviraux qui ont été associés
avec la résistance a I’infection. Le mécanisme de régulation précis de cette réponse, chez ces
femmes, demeure inconnu. Ainsi, nous avons découvert que le tractus génital féminin (FGT) des
HESNs présente des fréquences élevées de populations myéloides HLA-DR'CD14"CD11c*
exprimant un profil rappelant celui « tolérogénique/régulateur » observé chez les cellules
dendritiques dérivées de monocytes (MoDC) de type DC10. Etant donné I’importance capitale des
MoDCs dans ’orchestration de ’homéostasie immunitaire aux sites mucosaux, nous en sommes
venus a I’hypothése que les MoDCs contribuent a la génération de cette réponse antivirale et
régulatrice au site de transmission initial du VIH. Nous avons donc considéré que la caractérisation
des monocytes du compartiment sanguin des HESNs et du milieu inflammatoire était critique a une
meilleure compréhension de la nature « tolérogénique/régulatrice » de ces MoDCs. Nous avons
procédé a I’analyse transcriptomique par RNA-seq des monocytes totaux ainsi qu’a la
caractérisation par cytométrie en flux, FACS, des sous-populations monocytaires présentes dans le
compartiment sanguin des HESNs Béninoises et des groupes contrdles (TS non-infectées au VIH
avec travail du sexe sur 2.5-5 ans, TS infectées au VIH, femmes non-infectées au VIH de la
population générale). Nos observations préliminaires suggerent un profil moléculaire différent chez
les monocytes des HESNs. Ceux-ci pourraient refléter des fonctions antivirales et tolérogéniques
en lien avec les observations faites chez les MoDCs dans le FGT. Fait intéressant, nous avons
observé différents profils d’expression génique associés a une activité phagocytaire dépendante
d’anticorps (ADCP). Ce genre de signature a récemment €té associé¢ a une diminution des risques

d’acquisition du VIH et a une augmentation de 1’efficacité vaccinale dans 1’essai RV144.

Mots-clés : VIH-1, HESN, travailleuse du sexe, monocyte, MoDC, fonction effectrice, fonctions

régulatrices.
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Abstract

We have previously reported that the female genital tract (FGT) of Beninese HIV highly-
exposed seronegative (HESN) commercial sex workers (CSWs), presented elevated frequencies of
a myeloid HLA-DR'CD14"CD11c¢" population exhibiting a profile reminiscent of “tolerogenic”
monocyte derived dendritic cells (MoDC). In order to assess whether a differential profile of
monocytes may be involved in the generation of these genital MoDCs, we have herein
characterized the blood monocyte compartment of Beninese HESNs (HIV-uninfected > 10 years
CSWs) and relevant controls (HIV-uninfected 2.5-5 years CSWs herein termed “early HESNs™),
HIV-infected CSWs, low-risk HIV-uninfected women from the general population).
Transcriptomic analyses by RNASeq of total sorted blood monocytes demonstrate that in
comparison to the control groups, HESNss present increased expression levels of FCGR2C, FCAR,
ITGAX, ITGAM, CR2, CD68 and CD163 genes, associated with effector functions. Moreover, we
found increased expression levels of genes associated with protection/control against SHIV/HIV
such as CCL3, CCL4, CCL5, BHLHEA40 and TNFSF13, as well as with immune regulation such
as IL-10, Ahr, CD83 and the orphan nuclear receptor (NR)4A1, NR4A2 and NR4A3. Through
multicolour flow-cytometry analyses, we noticed that frequencies of intermediate and non-classical
monocyte populations tended to be elevated in the blood of HESNs, and exhibited increased
expression levels of effector CD16, CDI11¢, CD11b as well as regulatory HLA-G, IL-10, IFN-a
markers when compared to HIV-uninfected women from the general population and/or HIV-
infected CSWs. Linear regression analyses show that expression levels of these markers are
modulated in time for early HESN and HESNs. This profile is compatible with that of tolerogenic
MoDC previously reported in the FGT of HESNs, and likely confers an enormous advantage to
HESNS in their resistance to HIV infection.

Keywords HIV, resistance, highly exposed seronegative (HESN), Commercial sex workers,

monocytes, effector functions, regulatory functions Word count in abstract: 274
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1 Introduction

Most HIV infections are acquired through heterosexual intercourse, and in sub-Saharan
Africa, 59% of new infections affect women (1). We and others have established cohorts of heavily
HIV-exposed African female commercial sex workers (CSWs), in which some women remain
HIV-uninfected after more than 7 years of active sex work (248). The study of these HIV-1 highly-
exposed seronegative (HESN) women, who constitute a model of natural immunity to HIV,
provides an exceptional opportunity to determine important clues for the development of
preventive strategies, which at the moment, remain the best solutions to eradicate the pandemic.
We have previously reported that Beninese HESN CSWs present a low-inflammatory profile in
their female genital tract (FGT) (4, 235). We found this low-inflammatory profile to be concomitant
with important anti-viral and regulatory features. Notably, Beninese HESNs presented elevated
frequencies of an endocervical myeloid HLA-DR'CD14"CD11c¢" population, expressing high
levels of anti-viral (TLR7, IFN-a)) and immunoregulatory (IL-10, HLA-G, ILT4) molecules (263).
Concomitantly, we found elevated frequencies of endocervical T regulatory (Treg) and Trl
(CD49b"LAG3") cells, expressing high levels of PD-1 and IL-10, reflective of their active state
(305, 306). These are in agreement with the elevated frequencies of Tregs previously reported in
the blood of Kenyan HESNs (240). The HLA-DR'CD14"CD1 I¢* population described in the FGT
of Beninese HESNSs, is reminiscent of tolerogenic monocyte derived dendritic cells (MoDCs) or
“DC-10” (307), that produce high amounts of IL-10, express high levels of HLA-G and ILT-4 and
can induce Trl via an IL-10—dependent ILT4/HLA-G pathway (172). In addition, both IL-10 and
IFN-o promote Trl differentiation (308). The increase in frequencies of tolerogenic or “DC-10-
like” MoDCs endowed with tolerogenic as well as IL-10 and IFN-a producing capacities is likely
to contribute to the overall protection from HIV in HESNs, by orchestrating potent anti-viral and

regulatory activities at a major portal of entry for HIV.

Genital tolerogenic MoDCs are possibly derived from blood monocytes, known to
demonstrate developmental plasticity as they differentiate into macrophages, MoDC or osteoclasts
depending on the inflammatory milieu (reviewed in (162)). In human, monocytes are categorized
in 3 main populations based on their expression levels of CD14 and CD16, each representing a
stage of differentiation (162). They are the predominant CD14"CD16 classical, and to a lesser
extent CD14"CD16" intermediate and CD14°¥4™CD16™ non-classical populations. Further
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distinction refers to differential expression levels of chemokine receptors CCR2 and fractalkine
receptor CX3CR1. CCR2 is highly expressed by the classical majority, while CX3CRI1 is lower at
this stage and rises while CCR2 goes down on the non-classical minority. Classical monocytes
mainly recirculate or migrate into tissues via CCR2 to address an assault and/or replenish monocyte
derived macrophage and/or MoDC populations, whereas CX3CR1 allows for non-classical
monocytes to patrol for endothelial integrity. Studies on mouse Ly6C'®" monocytes, which are
considered as the murine analogs of human non-classical monocytes, whereas Ly6C" correspond
to classical monocytes, demonstrated that the former are enriched within capillaries and scavenge

micro particles and necrotic debris from their luminal side in a steady state (270).

Orphan nuclear receptor (NR)4A1 (Nur77), NR4A2 (Nurrl) and NR4A3 (NORI) are
transcriptional regulators of differentiation, proliferation and apoptosis genes. The transition from
classical to intermediate and non-classical monocytes depends on NR4A1 expression (271),
necessary to their generation and survival, as they are being reduced by 90% in NR4A1-deficient
mice (281). Furthermore, recent studies of NR4A3-deficient mice show that NR4A3 is required to
skew monocyte differentiation toward MoDCs and allows the acquisition of migratory

characteristics required for MoDC function (292).

In order to start addressing whether a differential profile of monocytes may be involved in the
generation of tolerogenic MoDCs, we have herein characterized the blood monocyte compartment
of Beninese HESNs (HIV-uninfected > 10 years CSWs) and compared to that of relevant controls
(HIV-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESN” ie: beyond the immune activation generated by
<lyear sex work (309) and possibly evolving towards an HESN status, HIV-infected CSWs, low-
risk HIV-uninfected women from the general population). The fact that NR4As are pivotal to
monocyte differentiation, prompted us to explore expression levels of these factors along with those
associated with the anti-viral and regulatory profile we previously described for genital tolerogenic
MoDCs. Based on transcriptomic and multicolour flow-cytometry analyses, we report that blood
monocytes from HESNs present elevated expression levels of NR4As, as well as anti-viral and
regulatory markers when compared to the other groups. Moreover, we found increased expression
levels of markers associated with effector functions. Altogether, our observations suggest that the
differential profile of blood monocytes from HESNs reflects enhanced effector, anti-viral and

regulatory functions. This profile is compatible with that of tolerogenic MoDC previously reported
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in the FGT of HESNS, and likely confers an enormous advantage to HESNs in their resistance to

HIV infection.

2 Methods

Study populations. Non-CSW control women at low risk for exposure were enrolled from a
general health clinic in Cotonou, Benin. Female CSWs were recruited through a dedicated sex
worker 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 behaviour, 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 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 Il non-reactive) were further tested by INNO-LIA HIV /1T
Score (Innogenetics NV, Technologiepark 6, Gent, Belgium). HSV infection and shedding was
determined by testing for HSV-specific antibodies in the serum and for the presence of HSV in the
CVLs of the women by PCR assay. In the present study, samples were selected from 9 HESNs
(HIV-1-uninfected > 10 years CSWs), 11 HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”, 10
HIV-1-infected CSWs and 7 HIV-1-uninfected non-CSW control women from the general
population for characterisation by flow-cytometry of blood monocytes. For the transcriptomic
analyses of sorted total blood monocytes, samples from 4 HESNs and 3 from each other groups

were selected. The four study groups were all in the follicular phase of their menstrual cycle as
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determined by progesterone levels, not taking oral contraception, and had no co-infection, bacterial

vaginosis, trichomoniasis or candidiasis.

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’Ethique de la Recherche en Santé in Cotonou and the Centre Hospitalier de

I’Université de Montréal (CHUM) Research Ethics Committees.

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% dimethyl-sulfoxyde (DMSO)) and kept in

liquid nitrogen until use. Plasma and serum were kept frozen at -80 °C until use.

Multicolour Flow-Cytometry analyses. PBMCs samples were thawed, washed in IMDM
followed by Ix PBS and processed for flow-cytometry. Briefly, each sample of PBMCs was
separated in two for intracellular and intranuclear 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% hi-FBS, and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and 10 pg mouse and/or
rat [gG (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) and 8 pg Human BD FCBlock (BD Biosciences) per
million cells. The following conjugated mouse and/or rat anti-human monoclonal antibodies were
used for detection of surface markers: anti-HLA-G-PerCP-eFluor710 (eBiosciences), anti-HLA-
DR-BB515, anti-CD16-BUV737, anti-CD14-BV786, anti-CD123-BV711, anti-CD83-BV650,
anti-CD11b-BUV395, anti-CCR2-BV421, rat-anti-CX3CR1- BV421 (BD Biosciences), anti-
CD11c-Pe/CyS5.5 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), anti-ILT4-AF594 (R&D systems). For
the detection of intracellular markers, the following conjugated mouse and/or rat anti-human
monoclonal antibodies were used: anti-CCL3-APC, anti- IFN-a-PE, rat- anti-IL-10-Pe/Cy7
(Biolegend). For detection of the intranuclear marker NR4A1, the following conjugated human
anti-mouse monoclonal antibody was used: anti-Nurr77 (NR4A1)-PE (Miltenyi Biotec). This
human REA clone anti-mouse Nurr77 (NR4A1) IgG1 antibody cross-reacts with human NR4A1
as specified by MACS Miltenyi Biotec. We have previously validated this reagent (210).

Intracellular labelling was performed using the Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization kit
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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 mouse IgG. Intranuclear
labelling was performed using the FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific, CA, USA), and non-specific binding sites were blocked using 20% hi-
FBS. Cells were kept at 4°C in 1.25% paraformaldehyde for 18 hours prior to analysis. Data
acquisition of 5 x 10* events per sample was performed with LSRFortessa (BD-Biosciences), and
analysis was done with FlowJo 7.6.3 software (TreeStar, Ashland, OR, USA). All stainings were
compared to that of fluorescence minus one (FMO) values and isotype controls. Anti-mouse Ig(k
) and Anti-Rat Ig(x ) Compbeads Plus (BD Biosciences) were used to optimize fluorescence
compensation settings. CS&T beads (BD Biosciences) 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 Biosciences).

Cell Sorting of Total Blood Monocytes, RNA Isolation and Sequencing. PBMCs samples were
thawed, washed with IMDM followed by 1x PBS and processed for flow-cytometry, as stated
above. Cells were stained using the following conjugated mouse anti-human monoclonal
antibodies: anti-CD19/CD3/CD56-BV650, anti HLA-DR-PE-Cy7, anti-CD14-BV786 (BD-
Biosciences) and anti-CD11¢-PE-Cy5.5 (eBiosciences). Total CD14" monocytes were sorted using
a FACSArialll apparatus (BD-Biosciences) and kept at -80 °C in trizol (Invitrogen Life
technologies) prior to sequencing. Total monocytes were sent to IRIC’s Genomics Core Facility
for RNA extraction, sequencing, transcriptomic profiling and analysis. Librairies were prepared
using Clontech Ultra Low RNA SMARTer v4 (Takara) and sequenced on a HiSeq2000. Genes
with adjusted p-values based on false discovery rate (FDR) values <0.05 were considered to be
differentially expressed. Gene expression levels were compared using raw read counts and the
negative binomial distribution model implemented in DESEq2, a differential expression analysis

package developed for R.

Statistical analyses. Data from HESNs were compared separately to those of HIV-uninfected 2.5-
5 year CSWs, HIV-infected CSWs and HIV-uninfected non-CSWs. The p-values used to infer
statistical significance of difference between groups was determined by unpaired Student’s T-test

when continuous variables were normally distributed or by Mann-Whitney U test otherwise. The
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D’ Agostino-Pearson normality test was used to determine whether the values were sampled from
a Gaussian distribution. Analyses were performed using R version 3.6.3 for Windows (310). Data
manipulations were done using the R packages tidyverse (311) and reshape2 (312). Figures were
produced using the R packages ggplot2 (313), ggfortify (314, 315), gridExtra (316), ggpubr (317)
and cowplot (318).

3 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, HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs” and HIV-infected CSWs.
There was a highly significate difference between the duration of sex work between HESNs, HIV-
l-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs” and HIV-infected CSWs. All women were
practicing vaginal douching. Average number of clients and condom use were not significantly

different between the CSWs groups.

Transcriptomic analyses by RNA-Seq of total sorted blood monocytes from HESNs reveal
distinct effector and regulatory capacities. Live total CD14" monocytes were sorted from the
PBMC samples of HESNs and relevant controls. RNA was extracted, purified and submitted to a
total transcriptomic analysis by RNA-Seq. Based on our previous observations with HESNs (4,
235, 263), and the gene signature associated with protective vaccine regimen (319), we herein
present a heatmap selected for transcripts of interferon stimulated genes (ISG), Toll-Like Receptor
(TLR) genes, genes associated with effector functions and protection/control against SHIV/HIV,
and genes associated with tolerogenicity and immune regulation. As shown in Fig.1A, there is great
variability between groups for this selected gene expression profile and p-values for statistical t-
test between each group pairs is shown in Fig. Supp.1. HESNs as well as early HESNs and women
from the general population do not present a significant IFN signature, which is prevalent in the
HIV-infected CSWs group. Albeit, that of HESNs is notable when compared to early HESNs and
women from the general population. Strikingly, HESNs present increased expression levels of gene
transcripts for the antibody Fc Receptors (FcR) FCGR2C and FCAR, as well as for Complement
binding Receptors such as ITGAX, ITGAM and CR2 when compared to the other groups (Fig.

1B). Transcripts for the Scavenger Receptors CD68 and CD163 genes were also increased for
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HESNs when compared to the other groups. Interestingly, monocytes from HIV-infected CSWs
presented increased expression levels of gene transcripts for distinct FcRs such as FCGR3A,
FCGR1A, FCGR1B, FCGR2A and complement receptor CR1 when compared to HESNs and the
other groups. Importantly, HESNs present increased expression levels of genes shown to be
associated with protection/control against SHIV/HIV such as CCL3, CCL4, CCLS5, the
transcription factor basic helix-loop-helix family member e40 (BHLHE40) and TNFSF13, which
encodes the growth factor A proliferation inducing ligand (APRIL), as well as with immune
regulation such as IL-10, the IL-10 regulatory transcription factor aryl hydrocarbon receptor (Ahr),
CD83 and the orphan nuclear receptors NR4A1, NR4A2 and NR4A3 when compared to the other
groups (Fig. 1C-D). Altogether, these observations suggest that blood monocytes of HESNs are
endowed with a unique profile suggestive of distinct effector, protective and regulatory capacities

when compared to the other groups.

Multicolour flow-cytometry analyses expose important effector and regulatory capacities in
blood monocytes from HESNSs. In the same line of idea as described above, we have performed
multicolour flow-cytometry analyses on blood monocytes of each group of participants by using
selected panels of monoclonal antibody (mAb) cocktails targeting important markers we previously
associated with effector, anti-viral and immunoregulatory properties in HESNs (4, 235, 263). Total,
as well as CD14'CD16 classical, CD14"CD16" intermediate and CD14°%4™CD16"" non-classical
monocyte populations were assessed with these mAb panels. Gating strategies as well as the
differential CCR2 and CX3CR1 expression profiles of monocyte populations are provided in Fig.
Supp.2 and 3, respectively. Consistent with the elevated gene expression levels of NR4A1 (Fig.1),
flow-cytometry analyses demonstrate a trend towards slightly elevated relative frequencies of
intermediate and non-classical monocyte populations, which highly express NR4A1 (271, 281), in
the blood of HESNs when compared to women from the general population (Fig.2A). This was
also observed for HIV-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs” and HIV-infected CSWs.
Moreover, NR4A1 expression levels tended to be slightly greater for these populations in HESN,
early HESNs and HIV-infected CSWs when compared to women from the general population
(Fig.2D-E), and the pattern of CD83 expression was similar (Supp.3). Upon analysis of CD16
(FCRG3A), we found that as for HIV-infected CSWs, intermediate and non-classical monocytes
from HESNs and early HESNs presented elevated expression levels when compared to women

from the general population (Fig.3C-D). Linear regression analyses show that this is more obvious
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in early HESNs when compared to HESNs (Fig.3G-H). Also, HLA-DR surface expression levels
tended to be more elevated in intermediate and non-classical monocytes of HESNs and early
HESNS when compared to both HIV-infected CSWs and women from the general population
(Fig.3K-L). As for CD16, linear regression analyses show that this is more obvious in early HESNs
when compared to HESNs (Fig.30-P). In a similar scheme, CD11b (ITGAM) protein expression
levels were slightly elevated in all monocyte populations of HESNs and early HESNs when
compared to both HIV-infected CSWs and women from the general population (Fig.4A-D). As for
CD16 and HLA-DR, linear regression analyses show that this is more obvious in early HESNs
when compared to HESNs (Fig.4E-H). CD11c (ITGAX) protein expression levels by monocyte
populations of HESNs and early HESNs presented a similar profile to that of CD11b when
compared to women from the general population and HIV-infected CSWs (Fig.4I-L). Linear
regression analyses show that for intermediate and non-classical monocytes, this is more

accentuated in early HESNs when compared to HESNs (Fig.40-P).

Upon assessment of HLA-G surface expression levels, we clearly show that they are significantly
increased by all monocyte populations of HESNs when compared to women from the general
population and HIV-infected CSWs (Fig.5A-D). Although, we find a trend for this increase by
monocytes from early HESNs, linear regression analyses depict that this is greater in the HESNs
group (Fig.5E-H). Ex vivo IL-10 intracellular expression levels were comparable amongst all HIV-
uninfected groups and tended to be higher than that observed on monocytes from HIV-infected
CSWs (Fig.51I-L), especially when comparing to classical monocytes from HESNs (Fig.5J). Linear
regression analyses show that ex vivo IL-10 expression levels are greater for HESNs when
compared to early HESNs (Fig.5M-P). Consistent with our data obtained through selected
transcriptomic analyses, these flow-cytometry results demonstrate that monocytes from HESNs
bear important effector and regulatory capacities. We find that early HESNs are also endowed with
a similar profile. These features seem to be shared characteristics of HIV highly exposed
individuals, and are likely to confer an important advantage in their fight against HIV infection.
Although, certain features observed in monocytes from HESNs and/or early HESNs were
comparable to those of monocytes from HIV-infected CSWs, these are likely to reflect frequent

HIV and/or microbial exposure.
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Flow-cytometry analyses suggest that monocytes and plasmacytoid DC (pDC) anti-viral
capacities are preserved in HESNs when compared to HIV-infected CSWs. Assessment of ex
vivo intracellular IFN-a expression levels demonstrates a significant increase by all monocyte
populations from HESNs, and a trend for early HESNs when compared to monocytes from women
of the general population (Fig.6A-D). Linear regression analyses show that this expression profile
seems to drop with increasing years of sex work above 12 years (Fig.6E-H). We have taken
advantage of our staining cocktails to track pDC relative frequencies (Fig.7A), and their HLA-DR
expression levels (Fig.7B), CD83 expression levels (Fig.7C) and ex vivo intracellular IFN-a
expression levels (Fig.7D) in the blood of HESNs and controls. We find that the latter is
significantly elevated in HESNs when compared to HIV-infected CSWs (Fig.7D). This is in
contrast to that observed for monocyte populations, whereby ex vivo intracellular IFN-a expression
levels were not diminished for HIV-infected CSWs, the pattern clearly showing dichotomy
amongst this group when compared to HESNs (Fig.6A-D). These results demonstrate that
monocytes and pDC from HESNs, and to some extent early HESNs, are endowed with anti-viral

capacities, which are likely to contribute to their battle against HIV infection.

4 Discussion

We have characterized the blood monocyte compartment of Beninese HESNs and relevant
controls (“early HESNs”, HIV-infected CSWs, low-risk HIV-negative women from the general
population). Based on previous observations (4, 235, 263), we have herein concentrated our efforts
on expression profiles of genes and proteins associated with effector functions, protection/control
against HIV, anti-viral capacities and with tolerogenicity and immune regulation. Together, our
transcriptomic and flow-cytometry analyses provide strong evidence that total blood monocytes of
HESNSs are endowed with a unique profile suggestive of distinct effector, protective and regulatory

capacities when compared to the other groups.

Interestingly, a gene signature associated with partial protection in several non-human
primate (NHP) vaccine trials (319) was recently reported in a human trial using the partially
protective human RV 144 vaccine regimen when compared to the non-protective human HVTN
505 vaccine regimen (320). This enriched gene signature is associated with a decreased risk of HIV

acquisition and increased vaccine efficacy. Importantly, transcriptomic analyses of PBMCs from
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vaccinees with the RV144 regimen (321), show this gene signature is primarily expressed by
myeloid cells, and especially monocytes, and involves molecules associated with effector functions
such as antibody-dependent cellular phagocytosis (ADCP), suggested to be a potential mechanism
of vaccine protection. As such, robust ADCP responses were reported in the South-African RV 144
vaccine trial Africa (85). Remarkably, our data show that monocytes from HESNs present
increased expression of distinct FcRs as well as complement and scavenger receptors, all of which
are solicited in the course of ADCP (322). It is thus mandatory that we explore ADCP efficiency
in our cohort. Of interest, HESNs present increased transcripts for the FCGR2C gene, encoding a
low-affinity IgG FcR, which polymorphisms were shown to associate with HIV protection in the
Thai RV144 vaccine trial (323). Intriguingly, when a similar vaccine regimen was tested in South
Africa in the HVTN702 trial, an allele shown to be protective in Thai vaccinees was rather
significantly associated with increased odds of disease progression (324). The Thai and South
African populations are distinctly different at the FCGR2C gene locus (323, 324), and whether
polymorphisms confer protection in Beninese HESNs is of major interest and needs further

attention.

Unlike monocytes from HESNs, we show that those from HIV-infected CSWs rather
present increased gene transcripts for IgG activating FcRs such as FCGR1A, FCGR2A and
FCGR3A, and this possibly reflects the overall inflammation we previously described for these
individuals (248). Consistently, upon assessment of CD16 surface expression (FCGR3A), we find
non-classical monocytes from HESNs present lower levels when compared to that of HIV-infected
CSWs, but still significantly elevated when compared to women from the general population. This
is compatible with our findings with blood NK cells of HESNs, which bear elevated surface levels
of CD16 (325). CD16 is required for antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) by NK cells
(326) and has been shown to be indispensable for ADCC activity by monocytes (327).
Interestingly, blood derived IgG1 and IgG3-mediated ADCC activity toward the HIV Env V1V2
region was shown to correlate with protection in the Thai RV144 trial (84, 328). These findings
suggest that HESNs have strong ADCC capacities, which could contribute to their protection
against HIV infection. However, when using highly sensitive and HIV-1 specific assays we found
no HIV-1 specific IgG mediating ADCC or neutralizing activities in the blood or genital samples
of Beninese HESNs in contrast to HIV-infected CSWs (253). It is possible however that ADCC

activities in HESNs be mediated by IgG endowed with cross-reactivity, that were discarded for our
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assays. As such, we have detected some IgG1 with HIV Envelope (Env) gp41 subunit reactivity in
genital samples of Beninese HESNs (244), which could be derived from cross-reactive, possibly
first-line B-cell pools, as most gp41 Abs are known to cross-react with microbiota(255). These
observations may imply that natural immunity to HIV in Beninese HESNs is not mediated by HIV-
1 highly specific IgG neutralizing or ADCC responses, and may involve other Abs and/or
responses, such as ADCP as stated above, that can confer some level of protection, as is now being

suggested by a growing body of evidence (256, 329, 330).

As such, it was shown that in certain RV 144 vaccinees, non-neutralizing IgA blocked in
vitro binding of HIV Env glycoproteins to Galactosylceramide (GalCer), and mediated in vitro
ADCP by monocytes (254). Also, it was recently shown that the gp41-specific broadly neutralizing
antibody 2F5 under the IgA isotype (2F5-IgA), which triggers ADCC and cooperates with 2F5-
IgG to increase HIV-1-infected cell lysis (331), induces ADCP not only of gp41-coated beads but
also of primary HIV-1-infected cells in a FCRA 1-dependent manner (332). Importantly, we report
that monocytes from HESNs distinctively express increased gene transcripts for the IgA FcR
FCRA when compared to the other groups. Unfortunately, we did not assess HIV-1 reactivity of
IgA in the blood of Beninese HESNs, and upon assessment of genital samples, we could not detect
substantial IgA1 or IgA2 reactivity to HIV Env in HESNs (244). To date, studies have reported
contradictory results regarding anti-HIV-1 specific IgA responses in various cohorts with HESNs
(248). Discrepancies are likely to result from factors such as the relatively small sample size and/or
the different techniques used to detect Env-reactive Abs. Also, the fact that most genital Igs are
found in the mucus (333), may preclude substantial detection of certain Ig isotypes in genital
samples. It is thus mandatory that we deploy further efforts in order to better characterize IgA

reactivity in blood and genital samples from Beninese HESNs.

Overall, our data suggest that ADCP, and perhaps ADCC activities by monocytes are likely
to contribute to protection in Beninese HESNs. However, factors such as genetics, inflammatory
status, opsonisation length, frequency and type of other phagocytes, as well as combination of
expression of FcR and complement receptors, scavenger receptors, antibody specificity, isotype,
subclass, and glycoforms may all influence the outcome of these responses (322), and deserve

further investigation.
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Along with increased ADCP potential, the RV144-associated gene signature also showed
that SEMA4A, SLC36A1, SERINCS, IL17RA, CTSD, CD68 and GAA were the most protective
genes, and mostly expressed by monocytes (321). This prompted us to investigate as to levels of
expression of these genes in our total monocyte RNA-Seq data bank. We found that along for the
scavenger receptor CD68 (Fig.1), CTSD and GAA (Fig. Supp.4) transcripts were significantly or
tended to be increased, respectively, in monocytes from HESNs when compared to women from
the general population. Moreover, gene transcripts for SERINCS and GAA were significantly or
tended to be increased, respectively, in monocytes from HESNs when compared to HIV-infected
CSWs. Interestingly, TNFSF13, the gene encoding A proliferation-inducing ligand (APRIL), was
found to be of the most protective genes in the NHP trials (319), and we found the expression levels
of this gene to be increased in monocytes from HESNs when compared to the other groups. Of
interest, APRIL has been associated with slower HIV disease progression in LTNP (334).
Therefore, our data show that natural immunity to HIV in HESNs shares some highly protective

features elicited by vaccine regimens known to confer some level of protection in human and NHP.

Our observations also suggest that the differential molecular profile of blood monocytes
from HESNSs reflects regulated functions, which is compatible with our previous observations in
the FGT of these individuals (263). As such gene transcripts encoding IL-10, as well as
transcription factors involved in regulation of IL-10 such as BHLHE40 (335), recently shown to
confer protection in the NHP trials (319), and Ahr (336) were increased in monocytes from HESNs
when compared to the other groups. Importantly, gene expression levels of NR4A1 were most
pronounced for HESNs, as were those of NR4A2 and NR4A3 when compared to the other groups.
The elevated expression levels of NR4A1-3 may allow for more regulated functions, as has been
found for Tregs (337), and non-classical monocyte populations (271, 281). Furthermore, we have
recently described that marginal zone precursor (MZp) B-cells highly express NR4As and are
endowed with a Breg function, which involves CD83 signalling (210). CD83 being a regulatory
molecule (338), which expression is directly modulated by NR4As (339). Growing evidence
support that expression levels of NR4As are affected in pathogenic contexts (340), and synthetic
regulation of NR4As expression is currently used for treating patients with certain
leukemia/lymphomas (341) and could be envisaged for immunomodulatory purposes. In this view,
it has been shown that increasing NR4A1 expression levels lead to diminished MoDC and T-cell

activation profiles (291).
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The increased NR4A1 gene transcripts we found in total monocytes from HESNs is
consistent with the elevated frequencies of intermediate and non-classical populations, and their
elevated NR4A1 protein expression levels (271, 281). However, in contrast to NR4A1 gene
expression, these latter features were also observed for early HESNs and HIV-infected CSWs when
compared to women from the general population. NR4As are early induced transcription factors in
response to a multitude of activating stimuli, and observations on gene transcripts vs protein
expression may involve several contributing factors (342), which identification is out of the scope

of the present study.

Frequencies of intermediate/non-classical monocytes are expanded in blood in the context
of several infectious diseases including HIV infection (162), and possibly frequent HIV exposure
as suggested by our data. Moreover, this is also reported in the context of malaria (343), which is
endemic in Benin and may help at the interpretation of our findings. Intermediate monocytes appear
to bear elevated antigen presentation and inflammatory potential (344), while non-classical
monocytes are known to sense nucleic acids and viruses via TLR7 and TLRS, and are important
sources of CCL3, CCLS and IFN-a (275, 345). They also have the capacity to generate anti-
inflammatory tolerogenic responses via HLA-G/ILT4 (275). These are consistent with our findings
with HESNs. Although our RNA-Seq analyses show that gene transcripts encoding total HLA-G
and LILRB2 (ILT4) are more pronounced in monocytes from HIV-infected CSWs when compared
to HESNS, analyses by flow-cytometry show significantly elevated expression levels of total HLA-
G by all monocyte populations from HESNs, when compared to HIV-infected CSWs. This is
consistent with the high levels of released soluble HLA-G we found in the blood of HIV-infected
CSWs from the same cohort (346).

We believe alterations in the ratios of monocyte populations may dramatically influence
MoDC-mediated immunity. In human, there are contradictory results as to whether non-classical
monocytes differentiate into macrophages (277) or MoDCs (286) in vitro. MoDCs derived from
non-classical monocytes presented a differential transcriptomic signature and expressed CD103,
RALDH2 and TCF4 typical of mucosal DCs thought to play a role in mucosal homeostasis (286).
Furthermore, in a model of transendothelial migration (288), non-classical monocytes

preferentially acquired DC features. Suggesting that the elevated frequencies of non-classical
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monocytes bearing a regulatory/tolerogenic profile may confer an advantage to HESNs, by

generating MoDCs with similar features.

The events involved in increasing frequencies of intermediate and non-classical monocytes
presenting effector/regulatory and anti-viral profiles in the blood of HESNs have yet to be
determined and are likely to be multifactorial. Because of the cross-sectional design, the present
study cannot address whether the blood monocyte profile of HESNs has a protective role against
HIV infection. Although comparison between HESNs and early HESNs, which sex work period
goes from 2.5 to 5 years, controls to some extent for the effects of sex work itself on monocyte
immunology, a sex work period of four years was previously considered enough to confer an HESN
status. We prefer to design these individuals as potentially evolving towards an HESN status. The
total monocyte gene expression profile of these early HESNs differed from that of HESNs, and the
flow-cytometry analyses showed variation in time for certain markers, but the overall
regulatory/tolerogenic profile was attributable to HESNs. Longitudinal studies and further
phenotypic and functional characterizations are required to confirm markers with a protective role.
Based on our observations, the differential molecular profile of blood monocytes from HESNs
reflects enhanced effector, anti-viral and regulatory functions and seems concomitant with natural

immunity against HIV. Harnessing such populations could lead to novel preventive strategies.
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6 Figure Legends

Table 1. Distribution of demographic and sexual behavior characteristics in HIV-1
uninfected non-CSWs, HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”, HESNs and
HIV-1 infected CSWs. *p-value for comparisons between HESNs and the two other CSW 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. CSW, commercial
sex worker; HIV, human immunodeficiency virus; HESN, HIV Highly-Exposed Seronegative; N,

number of participants; NA, non-applicable; NS, non-significant; SD, standard deviation.

Non CSWs CSWs CSWs
HESN
HIV- HIV- HIV+

N=10 N=11 N=10 N=12 *p-value

Age, mean (SD), years 34 (6,5) 34 (7,6) 44 (7,9) 45 (9) NS

Duration of sex work (SD), years N/A 4(0,9) 12 (3,7) 94,5 0,001337

Number of clients past week, mean
N/A 15(14,5) 12(14,4) 18 (22,5) NS

(SD)
Condom always used with clients past
N/A 7 8 9 NS
week
Vaginal douching 10 11 10 12 NS
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Figure 1. Selected transcriptomic analyses by RNA-Seq of total sorted live blood monocytes.
(A) The heatmap shows total live monocytes expression levels of gene transcripts, which panel
was selected based on our previous observations with the Beninese cohort (4, 235, 263) and the
gene signature associated with protective vaccine regimen (319, 321). (B) Selected gene transcripts
clustered for effector function. (C) Selected gene transcripts clustered for regulation markers. (D)
Selected gene transcripts clustered for protection. Data are presented as the mean value of samples
from 3 Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general population), 3 CSWs
HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 4 HESNs (HIV-1-uninfected > 10
years CSWs), and 3 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs).
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Figure 2. Flow-cytometry analyses of relative frequencies of live blood monocyte populations
and NR4A1 protein expression levels. (A) Relative frequencies of CD14"CD16" classical,
CD14"CD16" intermediate and CD14°Y¥™CD16™ non-classical monocyte populations were
calculated vs total live CD14" monocytes. (B-E) Levels of expression of NR4A1, as determined
by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI), by (B) total, (C) classical, (D) intermediate
and (E) non-classical monocytes. Data are presented as the mean value + SD of samples from 7
Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general population), 9 CSWs HIV-
(HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years
CSWs), and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSW5s). Significance levels are shown as * (p < 0.05),
** (p<0.01), *** (p <0.001). (F-I) Linear regression analyses are shown for CSWs HIV- (HIV-
1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs””) and HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSWs).
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Figure 3. Flow-cytometry analyses of CD16 and HLA-DR expression levels by live blood
monocyte populations. (A-D) Levels of expression of CD16 and (I-L) HLA-DR proteins, as
determined by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI), by (A, I) CD14" total, (B, J)
CD14'CD16" classical, (C, K) CD14'CD16" intermediate and (D, L) CD14"°¥4™CD16"" non-
classical monocytes. Data are presented as the mean value + SD of samples from 7 Non CSWs
HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s),
and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs). Significance levels are shown as * (p < 0.05), ** (p <
0.01), *** (p <0.001). (E-H, M-P) Linear regression analyses are shown for CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”) and HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s).
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Figure 4. Flow-cytometry analyses of CD11b and CD11c expression levels by live blood
monocyte populations. (A-D) Levels of expression of CD11b and (I-L) CDl1lc proteins, as
determined by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI), by (A, I) CD14" total, (B, J)
CD14'CD16" classical, (C, K) CD14'CD16" intermediate and (D, L) CD14"°¥4™CD16"" non-
classical monocytes. Data are presented as the mean value + SD of samples from 7 Non CSWs
HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s),
and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs). Significance levels are shown as * (p < 0.05), ** (p <
0.01), *** (p <0.001). (E-H, M-P) Linear regression analyses are shown for CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”) and HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s).
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Figure 5. Flow-cytometry analyses of HLA-G and IL-10 expression levels by live blood
monocyte populations. (A-D) Levels of expression of surface HLA-G and (I-L) ex vivo IL-10
proteins, as determined by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI), by (A, I) CD14" total,
(B, J) CD14"CD16 classical, (C, K) CD14°CD16" intermediate and (D, L) CD14"°¥dmCD16"
non-classical monocytes. Data are presented as the mean value £ SD of samples from 7 Non CSWs
HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s),
and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs). Significance levels are shown as * (p < 0.05), ** (p <
0.01), *** (p <0.001). (E-H, M-P) Linear regression analyses are shown for CSWs HIV- (HIV-1-
uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”) and HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSW5s).
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Figure 6. Flow-cytometry analyses of IFN-a expression levels by live blood monocyte
populations. (A-D) Levels of expression of ex vivo IFN-a proteins, as determined by geometric
mean fluorescence intensity (GeoMFI), by (A) CDI14" total, (B) CD14"CD16 classical, (C)
CD14"CD16" intermediate and (D) CDI14"°¥4™CD16" non-classical monocytes. Data are
presented as the mean value = SD of samples from 7 Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control
women from the general population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early
HESNs”), 11 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSWs), and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected
CSWs). Significance levels are shown as * (p <0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001). (E-H) Linear
regression analyses are shown for CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early
HESNs”) and HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSWs).
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Figure 7. Flow-cytometry analyses of pDCs. (A) pDC relative frequencies were calculated vs
total live PBMCs, (B) HLA-DR, (C) CD83 and (D) ex vivo intracellular IFN-a expression levels
as determined by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI). Data are presented as the mean
value £+ SD of samples from 7 Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general
population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs
(HIV-1-uninfected > 10 years CSWs), and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs). Significance
levels are shown as * (p < 0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001). (E-G) Linear regression analyses
are shown for CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”’) and HESNs
(HIV-1-uninfected > 10 years CSWs).
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Supplementary Figure 1. RNA-seq p-values for t-test statistical analysis between each group.
The table shows comparison between total live monocytes expression levels of gene transcripts
between groups. The genes shown are the same that were used to generate the heatmap on Fig.1.
The statistical t-test analysis compares the average of each group and expresses the degree of

similarity between the two groups compared on a range between 0 and 1.

T-test p-values

Gene HESN vs HESN vs HESN vs early CSWs CSWs
early CSWs HIV- CSWs HESNSs vs HIV+ vs HIV+ vs
HESNs HIV+ Non CSWs  Non CSWs early
HIV- HIV- HESNs

MS4A4A 0,025600 0,743475 0,030281 0,051750 0,000035 0,012569
IF16 0,044440 0,158431 0,038867 0,453699 0,000115 0,000509
CCLS5 0,000109 0,231726 0,532421 0,004833 0,000899 0,567550
NAMPT 0,000056 0,017556 0,255576 0,056485 0,002579 0,215726
OASL 0,129503 0,248448 0,097793 0,627474 0,002746 0,004944
IL2RG 0,030602 0,015822 0,392151 0,995086 0,003413 0,001072
IL2RB 0,004985 0,825593 0,826045 0,002763 0,008652 0,659664
IFITM3 0,742601 0,735324 0,001074 0,528154 0,009411 0,000308
IF144L 0,157600 0,583580 0,214485 0,355983 0,011630 0,073528
IFIH1 0,510735 0,261131 0,000356 0,727934 0,011104 0,014136
CX3CRI1 0,131548 0,027332 0,000006 0,641141 0,011059 0,020333
NR4A3 0,001796 0,195633 0,444067 0,036151 0,011842 0,596362
OAS3 0,584340 0,993751 0,027389 0,589113 0,011733 0,026821
CCL3 0,000074 0,085989 0,110730 0,014877 0,010962 0,902886
I[FITM2 0,532650 0,784758 0,000490 0,385105 0,012602 0,000169
LRP1 0,139670 0,087413 0,291903 0,002647 0,015527 0,512305
ISG15 0,497324 0,196997 0,134146 0,634561 0,043581 0,005301
SSBP3 0,192960 0,838554 0,519146 0,137106 0,467693 0,395191
GBP1 0,122774 0,660220 0,073924 0,052809 0,955945 0,025966
GBP2 0,035060 0,156618 0,060550 0,000739 0,667942 0,000990
MOV10 0,278799 0,146476 0,173948 0,017158 0,893809 0,004917
FCGRI1B 0,282444 0,193042 0,438320 0,025141 0,702772 0,037873
FCGRICP  0,327163 0,111944 0,646599 0,016368 0,568760 0,040848
FCGRI1A 0,055248 0,611185 0,022480 0,017650 0,900189 0,005243
IL6R 0,471325 0,404668 0,636516 0,980042 0,252898 0,191458
ADAR 0,394595 0,446785 0,163663 0,864254 0,035968 0,031229
FCGR2A 0,182900 0,719974 0,026748 0,311715 0,515687 0,063204
FCGR3A 0,289658 0,797534 0,011288 0,406851 0,227267 0,022771
FCGR2C 0,134175 0,032485 0,401442 0,678401 0,454713 0,193774
FCGR2B 0,388701 0,148778 0,770467 0,666397 0,547597 0,248470
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0,529487
0,142761
0,313442
0,433327
0,013185
0,081731
0,450700
0,083374
0,874814
0,490259
1,000000
0,656267
0,114534
0,851221
1,000000
0,346053
NA

1,000000
0,939068
0,562068
0,733829
1,000000
NA

0,549710
1,000000

0,697769
0,884232
0,055611
0,524368
0,514556
0,548406
0,363435
0,871631
0,001053
0,055102
0,946012
0,885777
0,597669
0,396480
0,715386
1,000000
0,275920
NA

0,885777
0,420845
0,731096
0,843310
0,885777
NA

0,969551
0,508297

0,004485
0,646330
0,574535
0,369887
0,014016
0,004195
0,007534
0,019219
0,000346
0,158463
0,443433
1,000000
0,624048
0,429733
0,739628
1,000000
0,293171
NA

1,000000
0,443179
0,871932
0,541836
0,856485
NA

0,617124
0,322987
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0,488344
0,447554
0,805480
0,659511
0,840936
0,051315
0,352974
0,541750
0,230078
0,118992
0,527913
0,870586
1,000000
0,393112
0,889517
1,000000
1,000000
NA

0,870578
0,517209
0,373240
0,870592
0,870581
NA

0,524289
0,532720

0,132845
0,298517
0,049093
0,070448
0,157036
0,927278
0,514065
0,179897
0,141212
0,155418
1,000000
1,000000
1,000000
0,366313
0,912311
1,000000
1,000000
NA

1,000000
0,539587
0,468038
0,374746
0,844457
NA

0,881173
0,360801

0,014069
0,753839
0,013296
0,124727
0,070733
0,022796
0,077076
0,029115
0,761527
0,000865
0,483636
0,862165
1,000000
0,953794
0,974460
1,000000
1,000000
NA

0,862165
1,000000
0,855020
0,417499
0,970325
NA

0,587594
0,740434



Supplementary Figure 2. Flow-cytometry gating strategy. Doublets were initially discarded
through SSCW-SSCH and FSCW-FSCH gating. Lineage negative live cells were then selected,
and total CD14+ monocyte populations were identified by CD14"CD16" classical, CD14"CD16"
intermediate and CD14"°¥4™CD16™" non-classical profiles, which are CX3CR1 low to high,
respectively. Live CD14'HLA-DR" pDCs could be identified by their CD11¢"CD123" profile.
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Supplementary Figure 3. Flow-cytometry analyses of CX3CR1, CCR2 and CD83 expression
levels by live blood monocyte populations. (A-D) Levels of expression of CX3CRI, (E-H)
CCR2, (I-L) CD83 proteins, as determined by geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI),
by (A, E, I) CD14" total, (B, F, J) CD14"CDI16" classical, (C, G, K) CD14"CD16" intermediate
and (D, H, L) CD14°Y4mCD 16" non-classical monocytes. Data are presented as the mean value
+ SD of samples from 7 Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control women from the general
population), 9 CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”), 11 HESNs
(HIV-1-uninfected > 10 years CSWs), and 9 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs). Significance
levels are shown as * (p <0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001).
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Supplementary Figure 3.

Classical Intermediate Non-Classical
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Supplementary Figure 4. RNA-Seq analyses of gene transcripts highly associated with
protection in vaccine regimens. Gene expression levels of (A) SEMA4A, (B) SLC36A1, (C)
SERINCS5, (D) IL17RA, (E) CTSD and (F) GAA by total live CD14" monocytes. Data are
presented as the mean value of samples from 3 Non CSWs HIV- (HIV-1-uninfected control women
from the general population), 3 CSWs HIV- (HIV-1-uninfected 2.5-5 years CSWs “early HESNs”),
4 HESNs (HIV-1-uninfected > 10 years CSWs), and 3 CSWs HIV+ (HIV-1-infected CSWs).
Significance levels are shown as * (p < 0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001).
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Chapitre 3

Etude de 'immunité périphérique et mucosale durant la séroconversion au

VIH (en progression)

Mise en contexte

En accord avec nos résultats trouvés chez les HESNs de la cohorte béninoise, le fait que
certains individus demeurent séronégatifs malgré une trés haute exposition au virus suggére que
des facteurs immunitaires et génétiques de I’hdte lui conférent une certaine immunité naturelle. Les
HESNs béninoises ont un profil inflammatoire bas et controlé au niveau du tractus génital, et il y
a augmentation des pourcentages relatifs de populations de cellules T CD4" régulatrices ainsi que
de cellules dendritiques présentant un fort potentiel a la fois antiviral et immunorégulateur. Aussi,
de concert avec de faibles taux du facteur pro-inflammatoire BAFF, les HESNs présentent des
lymphocytes B innés capables de lier la gpl20 dans leur tractus génital. De plus, des IgG1
reconnaissant la gp41 ont été identifiées dans le tractus génital de plusieurs HESNs. L'immunité
naturelle des HESNs semble toutefois nécessiter une exposition fréquente au virus et le maintien
de ces populations ayant un profil « tolérogénique/régulateur ». De ce fait, dans notre cohorte, cinq

HESNSs Béninoises ont séroconverti.

A la suite de ces observations, nous avons voulu identifier des facteurs immunitaires
mucosaux et périphériques clés pouvant étre associés a cette séroconversion. Pour ce faire, dans un
premier temps, nous avons caractérisé l'environnement sanguin et génital quant a la modulation du
profil des cytokines/chimiokines préalablement associé a la résistance chez les HESNs ainsi que
des ¢éléments de 'immunité humorale chez ces individus tout au long de leurs suivis jusqu’a leur

séroconversion.
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1 Matériel et méthode

Le groupe d’étude. Les femmes travailleuses du sexe (CSWs) ont été recrutées dans une clinique
dédiée aux travailleuses du sexe a Cotonou, au Bénin. Les femmes ont été invitées a participer a
I’étude alors qu’elles attendaient a la clinique. Les femmes de moins de 18 ans ou enceintes ont été
exclues de I’étude. Elles ont été invitées a répondre a un questionnaire portant sur leurs
informations démographiques, leur comportement sexuel, le nombre d’années de travail sexuel, le
nombre de clients par semaine, leurs habitudes par rapport au port du condom, leurs pratiques de
douche vaginale. Toutes les participantes ont subi un examen gynécologique par un médecin. Lors
de cet examen, des échantillons vaginaux ont été récoltés a des fins de diagnostic et d’examen
microscopique pour détecter la candidose, la trichomonase et la vaginose bactérienne, et par
réaction en chaine de la polymérase (PCR) pour DI’infection par le HSV. Des écouvillons
endocervicaux ont également été obtenus lors de cet examen afin de détecter la présence de
Neisseria gonorrhea et de Chlamydia trachomatis (systtme BD ProbeTec Et). Des échantillons
sanguins ont été prélevés et testés afin de déterminer le statut VIH-1, syphilis et le niveau de
progestérone. 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 gene Genie II VIH-1/VIH-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Les participantes ayant leurs
regles, présentant de la fievre, une inflammation vaginale visible ou une infection n’ont pas été
retenues pour I’étude. Aucune de ces femmes n’était une consommatrice de drogues injectables.
Toutes les travailleuses du sexe de I’étude ne prenaient pas de contraceptifs oraux, n’avaient pas
de co-infections, de vaginose bactérienne, de trichomonase ou de candidose. Les participantes ont
été suivies aux trois mois. Parmi elles, deux participantes ont ¢té identifiées comme « Early
converter » puisqu’elles ont séroconverti un an et demi apres leur début de travail sexuel. Trois
autres participantes ont séroconverti aprés plus de huit ans de travail sexuel et ont donc été

identifiées comme « HESN converter ».
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Consentement éthique. Un consentement écrit a ét¢ obtenu de la part de toutes les participantes
de cette é¢tude. La méthode utilisée dans cette étude a été effectuée en accord avec les lignes
directrices ainsi que la réglementation en vigueur. Tous les protocoles expérimentaux ont été
approuvés par le Comité national provisoire d’éthique de la recherche en santé de Cotonou et le

comité d’éthique en recherche du Centre Hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM).

Prélévement et préparation des échantillons. Les échantillons de CVL ont été obtenus des
participantes par un médecin en utilisant une seringue de 10 ml remplie d’une solution stérile de
tampon phosphate injectée directement sur les parois vaginales. Le CVL a ensuite été collecté et
transféré immédiatement dans 20 ml de RPMI-1640 puis gardé sur glace jusqu’a un maximum
d’une heure avant d’étre traité. Les échantillons ont été centrifugés a 1500 RPM pour 10 minutes
afin d’en retirer les cellules et les débris cellulaires. Les échantillons sanguins (cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC), sérums et plasma) et génitaux (cellules
endocervicales et exocervicales/vaginales ainsi que CVL) ont été prélevés a différents temps avant
et lors de la visite de séroconversion des cinq participantes ayant séroconverti faisant partie de la
cohorte de travailleuse du sexe béninoises. Les spécimens ont été prélevés sur plusieurs visites.
Les PBMC:s et cellules génitales ont été cryopréservées dans 1'azote liquide, alors que le plasma, le

sérum et le CVL ont été congelés a -80 °C jusqu’a leur utilisation.

Mesure des cytokines/chimiokines. Les mesures des niveaux des cytokines dans les échantillons
de CVL et de sérum ont ét¢ déterminés en utilisant le Cytokine Human Magnetic 25-Plex Panel
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vienne, Autriche) ce qui nous a permis de mesurer
simultanément : Eotaxin, GM-CSF, IFN-a, INF-y, IL-1B, IL-1RA, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-
17a, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, MIP-1B, RANTES et
TNF-a. Pour cette portion de notre étude, seuls des résultats préliminaires de chimiokines et IFN-
a seront présentés car il doit y avoir reprise du test pour clarifier certains aspects des résultats. La
mesure des niveaux de BAFF dans les échantillons de CVL et de sérum a été effectuée en utilisant
le ProcartaPlex Human Basic Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vienne, Autriche).
L’analyse a été réalisée sur un Luminex® 200 System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA).
La concentration finale de chaque cytokine a été¢ obtenue comme suit : concentration obtenue avec

I’analyse Luminex (pg ml ™)/ (facteur de concentration du CVL) * volume total de CVL concentré.
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Le facteur de concentration du CVL est calculé comme suit : volume initiale / volume final (apres
concentration). La limite de détection pour chaque analyte a ét¢ déterminée par les points extrémes
de la courbe standard. La valeur de 0 pg/ml a ¢été attribuée a toutes les mesures d’un échantillon

sous la limite de détection.

Détection des concentrations d’un isotype d’immunoglobuline dans le CVL. Le niveau total
d’isotype d’immunoglobuline IgG1, 1gG2, IgG3, [gG4, IgM, IgAl, IgA2 a été¢ mesuré dans le CVL
en utilisant le test multiplex Milliplex Map Kit avec les billes magnétiques d’isotype
d’immunoglobuline humaine Magnetic Bead panel by EMD Millipore (Billerica, USA) en utilisant
le protocole du fabricant. La réactivité HIV-gp41 a été détectée en se basant sur la méthode décrite
précédemment (347, 348). Le CVL non concentré et le sérum ont été incubés avec des billes
d’agarose-protéine G (ThermoFisher) pendant 18 heures a 4°C en rotation puis ¢lué avec un tampon
d’élution (ThermoFisher) pour récolter les IgG. Le surnageant restant a été récupéré et incubé avec
des billes d’agarose-protéine M (InVitrogen) et élué¢ pour récolter les IgA. Le reste du surnageant
a été utilisé pour détecter la réactivité des IgM. La solution obtenue a ensuite été neutralisée a I’aide
de TRIS 1M pH 7.5 (ThermoFisher) et incubée avec des microsphéres magnétiques (Radix)
recouvertes de gpl20 M.CONS-D11 et de MN gp41 (NIH AIDS-Reagent program) pendant 18
heures a 4°C en rotation. Suite a I’incubation, les billes ont été incubées avec des IgG1, [gG2, 1gG3
et [gG4 (Southern Biotech), IgM, IgA1, IgA2 (eBioscience) anti-humains de souris conjuguées
avec le fluorochrome PE. L’analyse a été¢ réalisée sur un Luminex® 200 System (Luminex
Corporation, Austin, TX, USA). Pour cette portion de notre étude, seuls des résultats préliminaires
de IgG1 liant la gp41 seront présentés car il doit y avoir reprise du test pour clarifier certains aspects

des résultats.

Analyses statistiques. Les données de concentration de cytokines des « Early converter » et des
« HESN converter » effectuées en duplicata ont été calculées selon les formules décrites
précédemment puis la moyenne par visite a €té conservée pour réaliser les graphiques. Ces calculs
et graphiques ont été effectués dans R version 3.6.3 pour Windows (310). Les manipulations de
données ont été faites en utilisant les modules « tidyverse » (311). Les figures ont été produites a

I’aide des modules « ggplot2 » (313) et « cowplot » (318).
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2 Résultats

Caractéristiques socio-démographiques et comportements sexuels chez les « early converter
» et les « HESN converter ». Un résumé des données sociodémographiques des « early converter »
et des « HESN converter » est démontré dans le tableau 1. Les participantes €taient toutes agées
entre 35 et 54 ans lors de la séroconversion et pratiquaient toutes la douche vaginale de 2-5 fois par
semaine. Une différence importante entre les deux groupes est en ce qui a trait au port du condom
ou les « early converter » ont rapporté utiliser le condom la moiti¢ du temps lors de leurs 7 derniers
jours de travail tandis que les « HESN converter » ont rapporté 1’avoir toujours utilis€¢. Une autre
disparité importante entre les deux groupes est le nombre de grossesses se situant entre 2-7 pour

les « HESN converter » et 12-13 pour les « early converter ».

Concentration de chimiokines dans le sérum des « early converter » et des « HESN
converter ». Basés sur les précédentes études démontrant d’importantes différences dans les
profils chimiokiniques du compartiment sanguin et génital de ces femmes séroconvertrices (4),
nous avons examiné les profils de ces molécules dans le sérum des cinq participantes ayant
séroconverti. Chez les « HESN converter » et les « early converter », les niveaux de MIP-1a
semblent diminuer a mesure que le moment de la séroconversion se rapproche (figure 9 A).
Toutefois, cette molécule n’a pas été détectée chez une des participantes de chaque groupe de
« converter ». Des observations semblables quant au profil d’expression sont faites pour MIP-13
pour toutes les participantes sauf une « early converter » (figure 9 B). En général, les niveaux de
MCP-1 étaient stables avec des augmentations ponctuelles chez toutes les participantes (figure 9
C). Les niveaux de MIG (figure 9 D) et d’IP-10 (figure 9 E) étaient relativement stables a travers
toutes les visites d’une méme participante avec de légeres variations pour les « HESN converter »
alors que chez les « early converter », le niveau des premicres visites était environ le méme que
pour les niveaux observés chez les « HESN converter », mais augmentait drastiquement a la visite
de séroconversion. Ces observations suggerent donc que les niveaux de MIP-1a et MIP-1§,
préalablement associés a la protection lorsque ¢levés, ont tendance a diminuer vers la
séroconversion chez les « HESN converter », au détriment de probable élévation de facteurs a

potentiel pro-inflammatoire tels que MIG et IP-10.
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Concentration de chimiokines dans les lavages cervico-vaginaux (CVL) des « early converter
» et des « HESN converter ». Nous avons également examiné les profils de ces mémes cinq
molécules dans le CVL des participantes. Nous avons principalement détecté des niveaux de MIP-
la (figure 10 A), MIP-1p (figure 10 B) et IP-10 (figure 10 E) chez les participantes 643 et 684
faisant partie des « early converter » et des « HESN converter » respectivement. Chez ces deux
participantes, les niveaux les plus élevés de MIP-1a et MIP-1[ ont été détectés environ un an avant
la séroconversion et diminuaient par la suite. Les niveaux de MCP-1 étaient variables pour toutes
les participantes et aucune tendance ne semble s’en dégager (figure 10 C). De plus, les participantes
638 et 641 ont des visites ou il n’a pas été possible de détecter cette molécule. Les niveaux les plus
¢levés pour MIG étaient chez la participante 643 « early converter » alors que chez les autres
participantes, il n’a été détecté qu’a une seule visite avant la séroconversion (figure 10 D). Ces
observations suggerent donc que, semblable a ce que nous voyons dans le sérum, les niveaux de
MIP-1a et MIP-1p ont tendance a diminuer vers la séroconversion chez les « HESN converter » au

détriment de probable élévation de facteurs a potentiel pro-inflammatoire tels que MIG et IP-10.

Concentration d’interféron-alpha (IFN-a) dans les lavages cervico-vaginaux (CVL) des «
early converter » et des « HESN converter ». Basés sur les précédentes études démontrant des
niveaux €levés d’IFN-a dans le TGF des HESNs associés a I’immunité naturelle au VIH (4), nous
avons aussi examiné les profils de cette molécule dans le CVL des cinq participantes ayant
séroconverti. Chez les « early converter », la plus grande concentration s’observait a la visite de
séroconversion tandis que chez les « HESN converter » toutes semblaient avoir une augmentation
ponctuelle d’IFN-a environ 3-6 mois avant la séroconversion (figure 11), et qui tendait a diminuer.
Ces observations suggerent que les niveaux d’IFN-a ont tendance a augmenter chez les « early
converter » vers la séroconversion. Chez les « HESN converter », des niveaux a la baisse pour cette

molécule semblent associés a la séroconversion.
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Concentration de B Lymphocyte Stimulator/B cell activation factor (BAFF) et niveaux
d’immunoglobuline (IgG1) reconnaissant la protéine gp41 de I’enveloppe virale du VIH dans
les lavages cervico-vaginaux (CVL) des « early converter » et des « HESN converter ». Bas¢s
sur les précédentes études démontrant des bas niveaux de BAFF dans le TGF des HESNs associés
a I’'immunité naturelle au VIH ainsi que des IgG1 ciblant la gp41 du VIH chez les HESNs (244),
nous avons observé I’expression de ces molécules dans le CVL des participantes. Les niveaux de
BAFF ont été détectés uniquement chez les « HESN converter » et les niveaux les plus ¢élevés
¢taient lors de la visite de séroconversion (figure 12 A). Dans le CVL, les niveaux de fluorescence
d’IgGl ciblant la protéine de 1’enveloppe virale gp41 ont été¢ détectés a toutes les visites sauf une

et étaient trés variables au sein d’un méme individu (figure 12 B).
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3 Discussion

Comprendre I’immunité mucosale et son lien avec 'immunité systémique est important
pour la création d’une stratégie permettant de bloquer I’entrée du VIH au site de contact initial
ainsi que sa dissémination. Le profil d’expression des chimiokines est sensiblement différent entre
les deux compartiments tels qu’observés lors des dernicres études (4). Nous avons profité de
I’occasion unique qui s’offrait a nous d’observer la progression temporelle des profils d’expression

de molécules d’intéréts dans les études antérieures de notre laboratoire.

Dans une étude antérieure du laboratoire sur la méme cohorte, les « HIV-1-uninfected
CSWs » ou HESNs possédaient de plus hauts niveaux de MIP-la et MIP-1B, dans les
compartiments sanguin et génital, que les « HIV-1-infected CSWs » et les « HIV-1-uninfected non-
CSWs » (4). Ces résultats étaient en accord avec d’autres études démontrant que 1’augmentation
de B-chimiokines dans le sérum avait un effet protecteur contre le VIH puisque ces chimiokines
compétitionnent avec le virus pour le co-récepteur CCRS (349). Le profil général observé chez les
deux groupes de séroconvertrices pour ces deux molécules est une diminution de la concentration,
dans les deux compartiments, en approche de la séroconversion. Cela laisse penser que ces
individus subissent une perte de cet effet protecteur des B-chimiokines au fur et 8 mesure que leur
séroconversion approche. Davantage d’études sur une plus grande population seraient nécessaires

afin de confirmer cette observation et d’en tirer des conclusions plus précises.

Dans la méme étude antérieure de notre laboratoire, il a été observé que les niveaux de MIG
étaient plus élevés dans les deux compartiments chez les « HIV-1-infected CSWs»
comparativement aux deux groupes non infectés et que cette augmentation était accrue dans le
CVL (4). Ce résultat concordait avec 1’augmentation de I’inflammation dans le TGF causant un
plus grand recrutement de cellules immunitaires a ce site dii au chimiotactisme causé par
I’inflammation (235). Pour les niveaux détectés avant la séroconversion des deux compartiments
chez les séroconvertrices, les résultats sont similaires a ceux observés chez les « HIV-1-uninfected
CSWs ». Toutefois, chez les « early converter », une augmentation des niveaux d’expression de
MIG est observée lors de la dernicre visite, soit celle de séroconversion. Cette augmentation de
chimiokine inflammatoire pourrait favoriser la progression de la maladie en promouvant la

réplication virale et demande davantage d’investigation (155).
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Un des constats les plus répandus parmi 1’étude des groupes de travailleuses du sexe HESNs
est le maintien d’un niveau inflammatoire bas dans le TGF tel que présenté dans 1’introduction de
ce mémoire dans la section 5 (5). Toutefois, lors de nos dernic¢res études au laboratoire, il a été
observé que les HESNs possédaient de plus hauts niveaux d’IFN-a dans leur compartiment génital
que les « HIV-1-infected CSWs » (263). Ainsi, ’expression de I’IFN-o pourrait jouer un role
critique dans le maintien de I’homéostasie de la réponse immunitaire ainsi que dans 1’activité
antivirale au site d’entrée du virus. Les interférons induits posseédent la capacité d’augmenter la
régulation positive des génes codant pour les molécules faisant partie de la famille des ISGs qui
pourraient interférer avec plusieurs virus a différents moments de leur cycle réplicatif (350). Chez
les « HESN converter », les niveaux d’IFN-o sont semblables a ceux observés chez les HESNs
dans une autre étude de notre laboratoire (263), outre I’augmentation ponctuelle 3-6 mois avant la
séroconversion. Il est intéressant de noter que cette augmentation d’IFN-o semble suivre les
augmentations ponctuelles de MCP-1 et MIG d’environ trois mois pour certains individus « HESN
converter ». Pour les niveaux observés chez les « early converter », ceux-ci ressemblent davantage
a ceux observés chez les « HIV-1-infected CSWs » qui possédaient les niveaux les plus élevés

observés précédemment (263).

De concert avec les faibles niveaux inflammatoires observés précédemment dans le TGF
des HESNs, d’autres études de notre laboratoire ont permis de mettre en évidence le faible niveau
de BAFF soluble détecté dans les compartiments sanguin (351) et génital des HESNs. Dans ce
dernier, la fréquence de cellules exprimant BAFF a leur surface était plus faible que celle observée
dans les deux autres groupes. Cependant, les cellules qui exprimaient BAFF a leur surface en
exprimaient de plus hauts niveaux ce qui laisse penser que I’augmentation de I’expression au
niveau génital est requise tout en étant controlée afin de prévenir les effets déléteres (244). Les
fréquences observées lors des dernieres visites des « HESN converter » concordent avec les
niveaux ¢levés de BAFF soluble observés précédemment chez les « HIV-1-infected CSWs ». Alors
que les niveaux plus faibles, voire absents, concordent davantage avec le profil observé chez les
HESNSs (244). Des études supplémentaires devraient étre faites afin de déterminer la fréquence de
cellules et leur expression de BAFF en surface afin de compléter ces observations et de vérifier s’il

y a une modulation dans le temps.
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La plupart des Igs sont retrouvées dans le mucus (333). Malheureusement, dii aux
techniques de prélévement de CVL utilisées dans notre cohorte, le mucus a été retiré¢ avant la
collecte d’échantillons. Toutefois, il nous a été possible, dans une étude antérieure, de détecter la
présence d’IgG1 réagissant a la gp41 dans le CVL de certaines HESNs (244). Outre quelques
visites, la majorité¢ des « HESN converter » possédaient des niveaux de ces IgG1 plus élevés que
la population normale béninoise qui se trouve a une MFI de 2000 dont les données ont été récoltées
en utilisant la méme méthodologie sur la méme cohorte dans une précédente étude (244). Ces IgG1
réagissant a la gp41 pourraient provenir d’une réponse a la flore commensale de la part des
lymphocytes B de premicre ligne étant donné que la majorité des anticorps visant la gp41 réagissent

de fagon croisée « cross reaction » avec le microbiome (254, 255).

Ces résultats de caractérisation du milieu cytokinique dans le compartiment sanguin et
génital ainsi que la détection d’IgG1 ciblant la gp41 de I’enveloppe virale dans le CVL de ces
participantes séroconvertrices représentent les premiers pas dans la caractérisation des événements
pouvant mener a la séroconversion chez ces individus. Etant donné le faible nombre de
participantes dans chacun des deux groupes, il n’est pas possible, pour le moment, de tirer des
conclusions précises, appuyées par des tests statistiques, des mécanismes impliqués qui pourraient
causer cette s€roconversion. Pour ce faire, ce travail devrait étre poursuivi a une plus grande échelle
avec plus de participantes par groupe ce qui n’était pas possible pour nous étant donné que notre
acces est limité a une partie de la cohorte. Toutefois, ce que nous observons est que les profils des
« early converter » semblent différents de ceux des « HESN converter » puisque ces dernieres
semblent perdre certains facteurs associés a la protection et augmenter certaines molécules
inflammatoires a 1’approche de la séroconversion. Ce travail de caractérisation demande de
continuer les recherches au niveau cellulaire afin de déterminer s’il y a, 1a aussi, des différences

entre les deux groupes et des profils qui semblent s’en dégager.
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4 Figures

Tableau 1. Caractéristiques socio-démographiques et comportements sexuels chez les « early
converter » et les « HESN converter ». Les données ont été collectées sous forme de questionnaire
avant ’examen gynécologique par un médecin. La moyenne du nombre de clients lors des 7
derniers jours a été obtenue en calculant la moyenne géométrique de chaque participante pour les

visites disponibles.

Early converter

HESN converter

No de participante 638 643 641 676 684

Age a la séroconversion 39 47 54 35 39

(années)

Pays d'origine Bénin Bénin Ghana Nigéria Nigéria

Plus haut niveau d'étude . Non L . .
L Primaire . Primaire Secondaire Primaire

complété scolarisée

Statut matrimonial Divorcée Divorcée Veuve Célibataire Veuve

Age lors de 1a’ premicre relation 15 2 17 18 17

sexuelle (années)

Nombre de grossesses 12 13 7 2 6

Nombre d'enfants nés vivants 8 11 2 1 5

Excisé (age en années) non non non oui (lan) oui (lan)

Subi des transfusion sanguines non non non non non

Prise de contraceptifs oraux non non non non non

Douche vaginale oui oui oui oui oui

Freqqence douche vaginale par 3Ix % % Sx 3Ix

semaine

Age lors de l’a premicre relation N/A 40 40 19 25

sexuelle payée (années)

Duree traval'l du sexe 4 la 15 1,25 875 10 9

séroconversion (années)

Lieu de travail Hétels Hétels Maison Maison Maison

close close close

Moyenne du nombre de clients

lors des 7 derniers jours de 24 12 22 9 25

travail

Moyenne de nouveaux clients

lors des 7 derniers jours de 23,3 93,7 40,2 71,4 39,6

travail (%)

Utilisation du condom lors des 1/2 du 1/2 du . . .
. . toujours toujours toujours

7 derniers jours de travail temps temps

Rapports sexuels par voie orale non non non non non

Rapports sexuels par voie anale non non non non non
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Figure 9. Concentration de chimiokines dans le sérum des « early converter » et des « HESN
converter ». Concentration de MIP-1a (A), MIP-1 (B), MCP-1 (C), MIG (D), IP-10 (E) dans le
sérum des participantes. Les participantes ont été séparées en deux groupes selon le temps de travail
avant la séroconversion et les données ont ét¢ ordonnées selon le temps de travail sexuel en années
a chaque visite. La derniére visite de chaque participante représente la visite de séroconversion.
Les concentrations des chimiokines sont exprimées en pg/ml. Les échantillons qui se trouvaient
sous la limite de détection de I’appareil ont ét€¢ ajustés a une valeur de 0. Les valeurs de
concentration représentent la moyenne de duplicatas. HESN, HIV-1 Highly Exposed SeroNegative,
MIP, Macrophage Inflammatory Protein; MCP, Monocyte Chemotactic Protein; MIG, Monokine
Induced by Gamma interferon; 1P, Interferon-inducible Protein.
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Figure 10. Concentration de chimiokines dans les lavages cervico-vaginaux (CVL) des « early
converter » et des « HESN converter ». Concentration de MIP-1a (A), MIP-1B (B), MCP-1 (C),
MIG (D), IP-10 (E) dans le CVL des participantes. Les participantes ont été séparées en deux
groupes selon le temps de travail avant la séroconversion et les données ont ét¢ ordonnées selon le
temps de travail sexuel en années a chaque visite. La dernic¢re visite de chaque participante
représente la visite de séroconversion. Les concentrations des chimiokines sont exprimées en
pg/ml. Les échantillons qui se trouvaient sous la limite de détection de 1’appareil ont été ajustés a
une valeur de 0. Les valeurs de concentration représentent la moyenne de duplicatas. HESN, HIV-
1 Highly Exposed SeroNegative, MIP, Macrophage Inflammatory Protein; MCP, Monocyte
Chemotactic Protein, MIG, Monokine Induced by Gamma interferon; 1P, Interferon-inducible
Protein.
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Figure 11. Concentration d’interféron-alpha (IFN-o) dans les lavages cervico-vaginaux
(CVL) des « early converter » et des « HESN converter ». Concentration d’IFN-a dans le CVL
des participantes. Les participantes ont été séparées en deux groupes selon le temps de travail avant
la séroconversion et les données ont été ordonnées selon le temps de travail sexuel en années a
chaque visite. La derniére visite de chaque participante représente la visite de séroconversion. Les
concentrations des chimiokines sont exprimées en pg/ml. Les échantillons qui se trouvaient sous
la limite de détection de I’appareil ont été ajustés a une valeur de 0. Les valeurs de concentration
représentent la moyenne des duplicatas. HESN, HIV-1 Highly Exposed SeroNegative; IFN,
Interféron.
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Figure 12. Concentration de B Lymphocyte Stimulator/B cell activation factor (BAFF) et
niveaux d’immunoglobuline (IgG1) reconnaissant la protéine gp41 de I’enveloppe virale du
VIH dans les lavages cervico-vaginaux (CVL) des « early converter » et des « HESN converter
». Concentration de BAFF (A) et niveau d’IgG1 reconnaissant la gp41 du VIH (B) dans le CVL.
Les participantes ont ét¢ séparées en deux groupes selon le temps de travail avant la séroconversion
et les données ont été¢ ordonnées selon le temps de travail sexuel en années a chaque visite. La
derniére visite de chaque participante représente la visite de séroconversion. Les concentrations de
BAFF sont exprimées en pg/ml et les niveaux d’IgG1 reconnaissant la gp41 du VIH sont exprimés
en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI). Les échantillons qui se trouvaient sous la limite de
détection de ’appareil ont ét¢ ajustés a une valeur de 0. Les valeurs de concentration représentent
la moyenne de duplicatas. HESN, HIV-1 Highly Exposed SeroNegative; BAFF, B cell activation
factor; Ig, immunoglobuline.
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Chapitre 4

Discussion

L’¢étude des facteurs associés a la résistance au VIH chez des personnes ayant une immunité
naturelle au virus pourrait fournir des informations utiles a la conception de stratégies préventives

et thérapeutiques.

Nos précédentes études, ainsi que d’autres, ont démontré que 1I’immunité naturelle au VIH
chez les HESNSs est associée a un environnement inflammatoire bas au niveau du TGF qui prévient
une activation immunitaire excessive et préserve l'intégrité de la barriere mucosale, ce qui
contribue a leur protection contre le virus. Le maintien de ce niveau inflammatoire bas semble étre
associ¢ a la présence de populations de MoDCs a profil « tolérogénique/régulateur » qui
contribuent a orchestrer un potentiel antiviral et régulateur au site initial de la transmission du VIH.
Pour approfondir notre compréhension des mécanismes impliqués dans ce profil

« tolérogénique/régulateur », nous avons caractérisé les monocytes du compartiment sanguin.

1 Les monocytes associés a différentes fonctions effectrices et

régulatrices de I’'immunité naturelle chez les HESNs

Tel que mentionné dans I’introduction, I’infection au VIH s’accompagne généralement d’une
augmentation de la proportion de monocytes intermédiaires et non-classiques, altérant ainsi la
génération des MoDCs (286). Jusqu’a présent, tres peu d’études ont évalué le profil des sous-
populations de monocytes et leur différenciation en MoDCs dans le contexte d’immunité naturelle
au VIH. Une meilleure compréhension de la nature de ces sous-populations et de la maniere dont
elles sont sollicitées pour générer des MoDCs afin de lutter contre le VIH semble importante pour

la conception d’approches préventives.

Le premier article présenté fait suite aux études effectuées dans le compartiment génital des
femmes de la cohorte béninoise ou des fréquences ¢€levées de cellules myéloides endocervicales
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HLA-DR'CD14'CD11c¢" exprimant de hauts niveaux de molécules antivirales comme IFN-o, et
TLR7 ainsi que de molécules immunorégulatrices comme IL-10, HLA-G et ILT4 ont été observées
(263). Simultanément, nous avons observé une fréquence €levée de Tregs endocervicaux ainsi que
de Trl1 (CD49b"LAG3") exprimant de hauts niveaux de PD-1 et d’IL-10 (305, 306). Selon nos
observations, cette sous-population myéloide semble provenir de monocytes présentant un profil
tolérogénique qui serait conservé lors de leur différenciation en MoDCs (307). Ce profil rappelle
celui des DC-10, une sous-population de DCs, qui posséde la capacité¢ de sécréter de grandes
quantités d’IL-10 en plus d’exprimer de hauts niveaux d’HLA-G et d’ILT4. Aussi, I’IL-10 ainsi
que I’'IFN-a favorisent I’induction des DCs tolérogénique et I’augmentation de 1’expression d’ILT4
et HLA-G a leur surface. L’interaction entre ILT4 et HLA-G favorise la différenciation des
lymphocytes T en Trl grace aux niveaux €levés d’IL-10 produits par les DCs tolérogénique (172).
La fréquence élevée de MoDCs de type tolérogénique ou DC-10 engendrerait donc un
environnement tolérogénique dans le TGF via la production IL-10 et d’IFN-a. Cet environnement
semble €tre un facteur clé dans I’orchestration de la réponse antivirale et régulatrice au site initial

de ’infection et semble ainsi contribuer a la résistance des HESNs au virus.

1.1 Profil moléculaire de monocytes totaux du compartiment sanguin

Dans un premier temps, nous avons établi les groupes controles avec lesquels nos résultats
sur les HESNs allaient étre comparés. Lors de nos précédentes études, une période de 4 ans de
travail sexuel actif était suffisante pour identifier ces individus comme étant HESN. Cependant,
nous avons préféré, dans le cadre de la présente étude, désigner ces individus comme évoluant vers
un statut HESN d’ou I’appellation « early HESN » pour les travailleuses du sexe ayant 2,5 a 5 ans
de travail actif sans infection au VIH. Ce groupe a donc été utilis¢ comme population contrdle afin
de déterminer les effets du travail sexuel en lui-méme sur I’immunologie de I’hdte. De plus, des
études faites sur la cohorte Kényane ont démontré que le début du travail sexuel entraine de
nombreux changements dans le systtme immunitaire dont une augmentation importante de
I’inflammation dans le TGF, mais I’inflammation semble diminuer aprés un an (309). C’est
pourquoi nous avons sélectionné des participantes ayant un temps de travail sexuel de plus d’un an
pour le groupe des « early HESN ». Nous avons sélectionné pour cette ¢tude, des HESNs ayant

plus de huit ans de travail sexuel afin d’€tre plus conservateurs dans nos observations. Nous avons
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aussi comparé ces HESNs a deux autres groupes de controle soit les femmes de la population
béninoise n’étant pas infectées par le VIH ne pratiquant pas le travail du sexe et des travailleuses

du sexe infectées par le VIH.

Nous avons ensuite procédé a 1’étude du transcriptome par RNA-seq des monocytes totaux
du compartiment sanguin pour les différents groupes. Ainsi, nous avons basé notre analyse de ces
résultats d’expression différentielle sur les ISGs, les génes codant pour les TLRs, des geénes qui
sont associées a des fonctions effectrices des génes associés au contrdle et a la protection contre le
VIH/SIV. Nous avons également analys¢ I’expression différentielle pour des geénes associés a la

régulation immunitaire et a un profil tolérogénique chez les monocytes.

1.1.1 Les génes associés a des fonctions effectrices

Récemment, dans I’essai vaccinal RV144 chez I’humain, une signature génique a été
identifiée chez certains individus qui permettait d’augmenter 1’efficacité vaccinale et de diminuer
le risque d’acquisition du VIH pour ces individus (321). Cette signature avait préalablement été
identifiée lors d’un essai vaccinal sur des primates non humains (NHP) (319). Le vaccin RV144
qui confére une protection partielle a I’infection au VIH semble étre plus efficace que le vaccin
non protecteur HVTNS05 (320). La signature génique observée chez les participants de 1’essai
vaccinal RV144 a été principalement détectée chez les cellules myéloides et plus particuliérement
chez les monocytes impliqués dans des fonctions effectrices telles que I’ADCP (321). Ceci suggére
que le mécanisme de protection vaccinale est en lien avec cette activité ADCP. En effet, une forte

réponse ADCP a été rapportée dans I’essai vaccinal RV144 en Afrique du Sud (85).

La superfamille des FcRs se lie a la fraction cristallisable des anticorps ayant reconnu leur
cible. On reconnait de fagon importante, les FcRs se liant aux 1gG pour activer (FcyRIA, B/CD64,
FcyRIIA, C/CD32, FcyRIII/CD16) ou inhiber (FcyRIIB) les fonctions ADCC et ADCP. Le
récepteur CD32 se trouve a la surface de cellules myéloides incluant les monocytes, les
macrophages et les DCs et est associ¢ a la fonction ADCP. Cette fonction induit la phagocytose de
la cellule cible ce qui permet la présentation antigénique et la stimulation de sécrétion de cytokines
inflammatoires. Le CD16 se trouve principalement a la surface des NKs, mais également des
macrophages, des neutrophiles et des sous-populations intermédiaires et non-classiques des
monocytes et est associ¢ a ’activitét ADCC. Cette activité implique le relache de granules
cytotoxiques pour détruire la cellule cible. Ces deux fonctions sont des mécanismes de défense

127



immunitaire exercés par des cellules effectrices et I'immunocompétence a exercer une de ces deux

fonctions dépend de plusieurs facteurs, dont le statut inflammatoire et la qualité des Acs (322).

Nous avons constaté que les HESNs présentaient une augmentation par rapport aux groupes
contrdles de 1’expression de certains génes associés a des fonctions effectrices telles que ceux
codant pour les récepteurs se liant au complément ITGAX, ITGAM et CR2, ainsi que les scavenger
receptors CD68 et CD163. Ces molécules sont toutes sollicitées dans la fonction ADCP (322). De
plus, les génes codant pour les FcRs CD32C (FCGR2C), se liant aux IgG et CD89 (FCAR), se liant
aux IgA, étaient surexprimés chez les HESNs, tandis que les monocytes des CSWs HIV®
présentaient une plus grande expression de génes codant pour CD16 (FCGR3A), CD64 (FCGR1A
et FCGR1B) et CD32A (FCGR2A). L’expression élevée de ces génes chez les CSWs HIV ' pourrait
refléter 1’état inflammatoire décrit précédemment chez ces individus (248). Les résultats observés
chez les HESNs concordent avec le fait que des polymorphismes au niveau du géne FCGR2C,
codant pour CD32C ayant une faible affinité pour les IgG, sont associés a une plus grande
résistance au VIH dans des essais cliniques pour le régime vaccinale RV144 en Thailande (323).
Fait intéressant, les populations de participants a I’essai clinique du régime vaccinale RV144 en
Thailande et en Afrique du Sud (HVTN702) possédaient des polymorphismes au locus du geéne
FCGR2C qui étaient protecteurs dans 1’étude thailandaise alors qu’ils étaient associés a des

réponses opposées en Afrique du Sud (323, 324).

Une étude portant sur les effets de la progression du VIH sur les macrophages et les
monocytes a démontré que I’expression du récepteur CD163 par les monocytes intermédiaires est
augmentée chez les individus infectés par le VIH avec une charge virale détectable et est associé a
la progression de la maladie. Cependant, ce récepteur ne pouvait pas étre détecté chez les individus
non infectés ou chez les individus infectés ayant une virémie indétectable (352). Il est donc
intéressant d’observer une augmentation de I’expression du géne codant pour ce récepteur chez les
HESNSs alors qu’il n’avait pas été détecté chez les gens non infectés dans cette étude. De plus, la
forme soluble de ce récepteur a aussi été associée a une augmentation de I’activation des monocytes
chez les controleurs ¢élites qui maintiennent une charge virale indétectable sans ART (353). Cette
augmentation de 1’activation des monocytes chez les HESNs béninoises pourrait €tre liée a une

certaine forme de régulation, mais davantage d’études seraient nécessaires afin de vérifier que cette
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activation n’est pas délétére comme dans le cas des gens infectés par le virus chez qui il est associé

a des défauts dans la fonction monocytaire, les empéchant de présenter des antigeénes (296).

1.1.2 Les génes associés a la protection et au contréle

Nous avons ensuite observé une expression plus élevée, chez les HESNs comparativement
aux autres groupes, des geénes associés a la protection et au contréle contre le VIH comme CCL3,
CCLA4, CCLS5 et TNFSF13, qui code pour le facteur de croissance A4 proliferation inducing ligand
(APRIL). Le facteur de croissance APRIL, avec BAFF, favorise la survie des cellules sécrétrices
d’anticorps de type IgA (354). Lors de I’essai vaccinal NHP, il a été¢ déterminé que le geéne
TNFSF13 faisait partie des génes les plus protecteurs contre le virus (319). APRIL a aussi été

associé a une progression plus lente de I’infection au VIH chez les populations de LTNPs (334).

1.1.3 Les génes associés a des fonctions régulatrices

Nous avons également observé une expression ¢élevée, chez les HESNs par rapport aux
groupes contrdles, des genes associés a la régulation immunitaire telle qu’IL-10 ainsi que les
facteurs de transcription basic helix-loop-helix family member e40 (BHLHE40) et le facteur aryl
hydrocarbon receptor (Ahr) qui régulent les niveaux d’IL-10 (335, 336). Dans 1’essai vaccinal

NHP, il a ét¢ déterminé que BHLHE40 avait un effet protecteur contre le VIH (319).

De plus, nous avons observé une augmentation, chez les HESNs par rapport aux groupes
controles, de I’expression du gene codant pour la molécule de surface immunorégulatrice CD83
dont I’expression est directement influencée par la famille NR4A (210). Cette observation est
corrélée avec 1’augmentation de 1’expression de NR4A1, NR4A2 et NR4A3 qui étaient plus
exprimés chez les HESNs. Tel qu’observé au niveau des Tregs, nous avons récemment caractérisé
les lymphocytes B de la MZ et observé qu’ils exprimaient fortement la famille NR4A ce qui leur
permettait d’induire une fonction régulatrice chez les lymphocytes B via la signalisation impliquant
CDS83 (210). L’expression ¢élevée des membres de la famille NR4A pourrait donc permettre une
meilleure régulation de certaines fonctions immunitaires au sein de populations monocytaires, et
lymphocytaires Bregs et Tregs (281, 337). De plus en plus de preuves supportent le fait que les
niveaux d’expression de NR4A sont affectés dans des conditions pathologiques, et des régulateurs

synthétiques des molécules de cette famille, tel que le dihydroergotamine (DHE), sont actuellement
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utilisés pour traiter des patients atteints de certaines formes de leucémie ou de lymphome (341).

Cela pourrait donc étre une avenue intéressante dans 1I’élaboration de traitements contre le VIH.

En se basant sur ces premieres observations, les monocytes totaux du compartiment sanguin
des HESNs semblent posséder un profil moléculaire distinct des autres groupes controles suggérant
des fonctions effectrices, protectrices et régulatrices spécifiques a ce groupe. Pour mieux
comprendre ces profils moléculaires, nous avons décidé de caractériser les sous-populations de
monocytes par cyrtométrie en flux afin de déterminer si ces régulations géniques se reflétaient dans

les profils d’expression cellulaires.

1.2 Phénotype des sous-populations de monocytes du compartiment sanguin

L’augmentation de la transcription génique pour les génes de la famille NR4A chez les
HESNSs, comparativement aux participantes Non-CSWs VIH", concorde avec les fréquences
¢levées de protéines NR4A1 exprimées dans le noyau des sous-populations de monocytes
intermédiaires et non-classiques observés chez ces participantes (271, 281). Cependant, des
observations similaires ont également été faites chez les CSWs VIH', comparativement aux
participantes Non-CSWs VIH". Les NR4A font partie des facteurs de transcription induits
rapidement en réponse a une multitude de stimuli et engendrent plusieurs voies d’activation (342).
Il semble alors logique d’observer une telle augmentation dans le contexte d’une infection au VIH
ou le systétme immunitaire subit des débalancements importants et possiblement des niveaux
inflammatoires ¢élevés. Il serait donc intéressant de pousser plus loin 1’¢tude de cette famille de

facteurs de transcriptions dans le contexte du VIH et de I’immunité des HESNs.

Tel que mentionné dans I’introduction, les monocytes intermédiaires ont une fonction d’APC
et un potentiel inflammatoire alors que les non-classiques jouent plutdét un réle de patrouille
« patrolling », détectent les acides nucléiques via leurs TLR-7/8 et sont une source importante de
CCL3, CCL4 et IFN-a (275, 345). Ils ont également la capacité de générer une réponse anti-
inflammatoire tolérogénique via la liaison HLA-G/ILT4 et I’induction des Trl (275). Dans nos
analyses de FACS, HLA-G ¢était plus exprimé a la surface de toutes les sous-populations de
monocytes chez les HESNs comparativement aux CSWs VIH'. Toutefois, I’analyse du RNA-seq
révele que la transcription des génes encodant pour HLA-G et LILRB2 (ILT4) était plus prononcée
pour les monocytes totaux des CSWs VIH". Ceci concorde avec 1’élévation d’HLA-G soluble
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détectée précédemment dans le compartiment sanguin des CSWs VIH" provenant de la méme
cohorte (346). Ceci pourrait impliquer une régulation de I’expression et de la libération de HLA-G
qui semble permettre de conserver un certain niveau d’homéostasie au sein des populations de

monocytes du sang.

De plus, nous avons observé que les monocytes non-classiques des HESNs présentaient des
niveaux inférieurs du récepteur CD16 comparativement a ceux observés chez les CSWs HIV™, mais
tout de méme significativement plus ¢élevés que ceux observés chez les Non-CSWs HIV™. Ces
observations sont compatibles avec nos observations sur les NKs du compartiment sanguin des
HESNSs qui présentent des fréquences élevées de CD16 (325). Le récepteur CD16 est requis pour
la fonction ADCC des NKs et il a été démontré qu’il était également indispensable pour la méme
fonction chez les monocytes (326, 327). Lors de I’essai vaccinal RV 144 en Thailande, des anticorps
IgGl et IgG3 du compartiment sanguin ont ét¢ démontrés comme ayant un effet de médiateur pour
la fonction ADCC de reconnaissance de la région V1V2 de I’enveloppe du VIH et conféraient ainsi
un effet protecteur (84, 328). Ces résultats, mis ensemble, suggerent que les HESNs possedent une

grande capacit¢ ADCC qui pourrait contribuer a leur protection contre I’infection au VIH.

Toutefois, des tests faits au laboratoire, en utilisant une technique trés spécifique et
hautement sensible au VIH, sur les anticorps présents a la muqueuse génitale et dans le
compartiment sanguin n’ont détecté aucune présence d’IgG médiant une réponse ADCC ou une
activité neutralisante chez les HESNs comparativement au CSWs HIV™ (253). 11 est toutefois
possible que I’activit¢ ADCC chez les HESNs soit médiée par des IgG réagissants de maniere
croisée et n’étaient pas de ce fait extrémement spécifiques au VIH et ont donc été discartés lors des
tests. En effet, lors d’études subséquentes, il avait été possible de détecter des IgG1 réagissant a la
gp41 de I’enveloppe virale dans des échantillons génitaux de certaines HESNs (244). Ces 1gG1
anti-gp41 pourraient provenir des lymphocytes B de premiére ligne et liant I’enveloppe du VIH,
présents aux muqueuses, étant donné que la plupart des anticorps réagissant a la gp41 proviennent
d’une réaction croisée avec la microflore (255). Ces observations pourraient impliquer que
I’immunité naturelle des HESNs au VIH n’est pas médiée par des IgG hautement spécifiques au
VIH engendrant une réponse ADCC ou neutralisante, mais pourrait impliquer d’autres anticorps

et/ou d’autres types de réponses comme la réponse ADCP (256, 329, 330).
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1.3 L’impact du phénotype différentiel des monocytes dans la génération des

MoDCs

Suite a nos observations lors de la caractérisation des monocytes du compartiment sanguin
des HESNs, nous pensons qu’une modification des ratios des sous-populations pourrait influencer
la différenciation de celles-ci en MoDCs et avoir des répercussions sur les réponses immunitaires
médiées. En effet, des études sur la différenciation des monocytes non-classiques en MoDCs
démontrent qu’ils possédent une signature transcriptionnelle typique des DCs retrouvés aux
muqueuses et qui jouent un réle important dans 1’homéostasie de I’immunité mucosale. Les
fréquences ¢€levées de monocytes non-classiques ayant un profil « tolérogénique/régulateur »
détectés chez les HESNs pourraient conférer un avantage a ces femmes en générant des MoDCs
ayant un profil similaire. Toutefois, les événements menant a cette augmentation des sous-
populations d’intermédiaires et de non-classiques présentant un profil « effecteur/régulateur » et
antiviral requicrent davantage d’études afin d’étre ¢€lucidés et leur cause est probablement
multifactorielle. Des ¢études ont démontré que 1’environnement dans lequel se trouvent les
monocytes lors de leur différenciation influence leur phénotype de MoDC. En effet, des monocytes
traités avec de I’'IL-10 ou IFN-a sont capables, in vitro, de se différentier en MoDCs tolérogéniques
exprimant davantage a leur surface ILT3 et ILT4 leur permettant d’induire la différenciation des

lymphocytes en Trl (355, 356).

L’analyse des régressions linéaires démontre que plusieurs marqueurs sont modulés a travers
le temps entre les « early HESN » et les HESNs conférant potentiellement un avantage aux HESNs
dans la résistance au VIH. De plus amples études longitudinales devraient étre effectuées afin de
dégager des corrélations entre la durée du travail sexuel et la résistance au VIH, étant donné que la
séparation des groupes entre « early HESN » et HESNs crée un intervalle de temps entre 5 et 8 ans
qui n’a pas été caractérisé dans cette étude. De plus, une avenue intéressante afin d’élucider les
événements générant ces augmentations de sous-populations monocytaires serait d’étudier 1’effet
de co-infections dont la malaria dans ces populations monocytaires chez les HESNs. En effet, la
malaria, qui est endémique au Bénin, a été déterminée comme étant en cause pour I’augmentation
des fréquences des monocytes intermédiaires et non-classiques retrouvées dans le sang lors de son

infection (343).
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2 Immunité périphérique et mucosale durant la séroconversion au

VIH

A 1a suite des observations précédentes, nous avons voulu suivre la progression des facteurs
immunitaires mucosaux et périphériques clés pouvant étre associés a la séroconversion. Pour ce
faire, dans un premier temps, nous avons caractérisé I'environnement sanguin et génital quant a la
modulation du profil des cytokines et des chimiokines préalablement associées a la résistance chez
les HESNSs. De plus, nous avons également caractérisé des éléments de I’immunité humorale chez
les individus des deux groupes de séroconvertrices tout au long de leurs suivis jusqu’a leur
séroconversion. Ainsi, nous avons caractérisé la progression temporelle des profils d’expression

de molécules d’intéréts dans les études antérieures de notre laboratoire.

2.1 Les chimiokines dans le CVL et le sérum des femmes séroconvertrices

Nous avons d’abord observé 1’expression des -chimiokines dans le compartiment sanguin
et génital des deux groupes de séroconvertrices puisque ces chimiokines ont été identifiées dans
d’autres études comme ayant un effet protecteur contre le VIH grace a leur capacité de compétition
avec le corécepteur du virus, CCRS (349). Le profil général chez les deux groupes de
séroconvertrices pour les chimiokines MIP-1a et MIP-1f, dans le sérum et le CVL, diminuait
graduellement a ’approche de la séroconversion. Des études antérieures sur la méme cohorte
avaient observé de plus hauts niveaux chez les HESNs que chez les groupes controles (4). Ceci
suggere que les participantes séroconvertrices semblent subir une perte de I’effet protecteur des [3-

chimiokines au fur et a mesure que leur séroconversion approche.

Nous avons également désiré caractériser 1’environnement inflammatoire de ces individus.
Notre laboratoire ainsi que d’autres ont observé qu’une faible production de cytokines pro-
inflammatoires aux muqueuses génitales des HESNs pourrait probablement les aider a résister a
I’infection par le VIH en maintenant un contrdle de I’immunité au site initial de I’infection (3, 4,
235,236,239, 357). Le maintien d un environnement inflammatoire bas au niveau du TGF prévient
une activation immunitaire excessive et préserve 1’intégrité de la barriére mucosale (5). De ce fait,
les niveaux de MIG détectés chez les « HESN converter » étaient stables et semblables a ceux de

la population générale béninoise observés dans une étude antérieure (235). Cependant, chez les
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« early converter », il y avait une augmentation spontanée de MIG a la visite de séroconversion.
Ce résultat implique une augmentation de 1’inflammation en réponse au VIH dans le TGF causant

un plus grand recrutement de cellules immunitaires a ce site (235).

2.2 L’interféron-a dans le CVL des femmes séroconvertrices

Nous avons ¢également observé des niveaux semblables d’IFN-a chez les
« HESN converter » a ceux observés chez les HESNs dans une autre étude de notre laboratoire,
outre I’augmentation ponctuelle 3-6 mois avant la séroconversion. Lors de cette derniére étude, il
avait été observé que les HESNs possédaient de plus hauts niveaux d’IFN-o dans leur
compartiment génital que les « HIV-1-infected CSWs » (263). Ainsi, I’expression de I’'I[FN-a
pourrait jouer un role critique dans le maintien de I’homéostasie immunitaire antivirale des facteurs
de restriction dans les cellules cibles. Les interférons de type 1 induits posseédent la capacité
d’augmenter la régulation positive des génes codant pour les molécules faisant partie de la famille
des ISGs qui pourraient interférer avec plusieurs virus a différents moments de leur cycle réplicatif
(350). Des ¢études in vitro ont démontré que I’IFN-I régule 1’activité antivirale du facteur de
restriction SAMHDI1 (358). Dans le contexte d’une infection par le VIH, I’IFN, produit via une
liaison aux TLR-7/8, favorise une réponse inflammatoire en régulant I’expression des ISGs a la
hausse (359). Des ¢tudes chez le Rhésus macaque ont démontré que le blocage du récepteur de
I’IFN-I causait la régulation a la baisse des génes responsables de la réponse antivirale, une
augmentation de la taille du réservoir du SIV et une accélération de la déplétion des lymphocytes
T CD4" provoquant la phase SIDA plus rapidement (360). De plus, lors d’inflammation chronique,
I’augmentation de I’IFN-I peut avoir un effet délétére en augmentant les niveaux de BAFF,

contribuant ainsi a la dérégulation du compartiment des lymphocytes B (5).

2.3 Les niveaux de BAFF et d’immunoglobuline dans le CVL des femmes

séroconvertrices

Lors d’études précédentes, nous avons observé, dans le TGF des HESNs, que la fréquence
de cellules exprimant BAFF a leur surface était plus faible que celle observée dans les groupes

controles. Cependant, les cellules qui exprimaient BAFF a leur surface en exprimaient de plus hauts
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niveaux ce qui laisse penser que 1’environnement inflammatoire bas jouerait un rdle dans la
régulation a la hausse de 1’expression de BAFF au niveau génital, mais que son relargage devrait
étre controlé afin d’en prévenir les effets délétéres (244). De plus, il a été démontré que les
monocytes, en réponse a la gp120 soluble se liant aux lectines de surface ou a d’autres récepteurs
tels que CD4, CCRS5 ou CXCR4, peuvent augmenter leur expression de BAFF (361). Dans une
¢tude de notre laboratoire, le niveau d’expression de BAFF membranaire était élevé a la surface
des monocytes totaux des HESNs, mais moindre que celui observé chez les DCs (351). D’autres
¢tudes utilisant des cultures de monocytes appauvris en pDC ont démontré que la réponse des
monocytes au VIH ne se rendait pas a 1’expression accrue de BAFF mentionnée plus tot. De plus,
la sécrétion de BAFF par les monocytes classiques et intermédiaires est possible uniquement en
réponse a IFN-I1 (361). Les fréquences observées lors des dernieres visites des « HESN converter »
concordent avec les niveaux ¢levés de BAFF soluble observés précédemment chez les « HIV-1-
infected CSWs » ainsi que dans la cohorte HARSAH et chez les progresseurs classiques et rapides
infectés au VIH (245). Alors que les niveaux plus faibles, voir absents, concordent davantage avec
le profil observé chez les HESNs (244). Des facteurs directs et indirects peuvent moduler
I’expression de BAFF. En effet, dans une autre étude précédente de notre laboratoire, il a été
démontré que Nef soluble pouvait moduler directement I’expression et le relargage de BAFF par
les MoDCs (246). D’autres études sur le VIH ont décrit une régulation positive de BAFF en réponse
a Env par les macrophages (362). De plus, des ¢léments de la translocation bactérienne tels que les

LPS sont connus pour augmenter I’expression et la libération de BAFF (246, 363).

Dans une étude précédente, nous avons observé que la surexpression de BAFF dans le sang
de progresseurs infectés concordait avec 1I’hyperglobulémie et la fréquence élevée des lymphocytes
B innés de la MZ observée chez ces individus (247). A la suite de ces observations sur BAFF, notre
laboratoire a cherché a caractériser les anticorps et leur capacité a reconnaitre la gp120 et la gp41
du VIH. Il a été possible de détecter des IgG1 et des IgA1 reconnaissant la gp120 et la gp41 ainsi
que des [gG2, IgG3, IgA2 et IgM reconnaissant la gp41 de I’enveloppe virale dans des échantillons
de CVL pour la majorité des CSWs HIV". Cependant, il a uniquement été possible d’observer des
IgG1 réactifs a la gp41 chez certaines HESNs (244). La plupart des Igs sont retrouvées dans le
mucus (333). Malheureusement, dii aux techniques de prélevement de CVL utilisés dans notre

cohorte, le mucus a été retiré avant la collecte d’échantillons. Cela pourrait expliquer en partie que
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nous n’ayons pas détecté davantage d’Igs réactives a la gp41 ou la gp120 de I’enveloppe alors que

dans d’autres cohortes de HESN:Ss, il avait été possible de les détecter (249-252).

Dans la présente étude, outre quelques visites, la majorit¢ des « HESN converter »
possédaient des niveaux de ces IgG1 plus élevés que la population normale béninoise. Etant donné
que la majorité des Ac localisés dans les muqueuses interagissent avec la flore commensale de
I’héte, ces IgG1 réagissant a la gp41 pourraient provenir d’une réponse a celle-ci de la part des
lymphocytes B de premiére ligne (254, 255). 1l est possible que ces anticorps participent a une
réponse ADCC en réagissant de manicre croisée contre le VIH ou en médiant d’autres réponses
comme ADCP conférant un certain niveau de protection aux HESNs (256, 329, 330). Des études
de fonctionnalités des Igs présents a la muqueuse vaginale des HESNs devraient étre effectuées
afin de déterminer leur possible implication dans 1’'une de ces deux réponses. De plus, il a été
démontré qu’un arrét du travail du sexe chez les HESNs entraine leur séroconversion lors de la
reprise de celui-ci. Cette séroconversion a ¢té observée méme si les HESNs possédaient
préalablement une réponse spécifique au VIH (262). Ainsi, une exposition fréquente au VIH

semble nécessaire au maintien de la réponse innée de premiere ligne chez ces individus.

Ces résultats représentent les premiers pas dans la caractérisation des événements pouvant
mener & la séroconversion chez ces individus. Etant donné le peu de participantes dans chacun des
deux groupes, il n’est pas possible, pour le moment, de tirer des conclusions précises, appuyées par
des tests statistiques, des mécanismes impliqués qui pourraient causer cette séroconversion et
davantage d’¢études seront nécessaire. Toutefois, ce que nous observons est que les profils des
«early converter » semblent différents de ceux des « HESN converter ». De plus, chez ces
individus des changements comme la perte de facteurs associés a la protection au détriment de
certaines molécules inflammatoires semble se profiler bien avant la séroconversion risquant

d’impacter le profil des populations cellulaires présentent dans le compartiment sanguin et génital.

136



Conclusion

Les travaux présentés dans cette étude avaient pour objectif de caractériser les monocytes
du compartiment sanguin et leur implication dans la génération de MoDCs de type tolérogénique
ou DC-10 ainsi que d’étudier I’environnement chimiokinique et les Igs présents dans le

compartiment sanguin et génital lors de la séroconversion.

Dans un premier temps, nous avons ¢tabli que les monocytes totaux du compartiment
sanguin des HESNs semblent posséder un profil moléculaire distinct des autres groupes controles.
En effet, les monocytes présentaient une augmentation de génes associés a des fonctions effectrices
dont plusieurs de ces génes avaient été associés a des effets protecteurs dans divers essais vaccinaux
grace a leur implication dans la fonction ADCP. De plus, les monocytes des HESNs présentaient
une augmentation de geénes de protection/contrdle de I’infection et de régulation. Cette
augmentation de I’activation des monocytes chez les HESNs béninoises pourrait étre liée a une
certaine forme de régulation en lien avec cette activité ADCP et pourrait conférer au HESNs un
avantage dans la résistance au virus. La caractérisation des sous-populations monocytaires des
HESNs démontre une proportion légérement élevée de non-classiques comparé aux autres sous-
populations de monocytes sanguins. Ces sous-populations exprimaient davantage de molécules

effectrices et régulatrices, suggérant un lien avec les MoDCs tolérogéniques observées.

Finalement, nous avons eu la chance de commencer la caractérisation du milieu
chimiokinique et des Igs lors de la séroconversion au VIH. Ainsi, nous avons observé un profil
différentiel entre les deux groupes a I’étude soit, les « early converter » et les « HESN converter».
De plus, des modifications de I’environnement chimiokinique et des Igs semblent se produire bien
avant la séroconversion telle qu’une diminution des B-chimiokines dans le compartiment sanguin
et mucosal. Ces résultats sont préliminaires et davantage de recherche sera nécessaire pour

comprendre tous les mécanismes impliqués dans la séroconversion.
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La présente étude nous a permis d’améliorer notre compréhension des mécanismes
impliqués dans la résistance des HESNs béninoises a ’infection par le VIH. Ces connaissances
pourraient aider a la conception d’immunothérapie cellulaire qui consiste a administrer a 1’hote,
des MoDCs tolérogénique préalablement sensibilisées in vitro aux ARN viraux (364) ou a d’autres
approches combinées qui utilisent un puissant médicament antirétroviral avec des MoDCs stimulés
pour réactiver des réservoirs viraux (365, 366). Ces avenues semblent prometteuses pour la

découverte d’un traitement thérapeutique.
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Perspectives

Premiérement, une caractérisation de D’activité ADCP par les monocytes serait a
envisager. En effet, les résultats préliminaires du chapitre 2 nous ont permis de constater que
plusieurs génes augmentés étaient en lien avec 1’activité ADCP des monocytes. De plus, plusieurs
essais vaccinaux avaient relié certains génes a un effet protecteur contre le VIH. Ainsi, il serait
intéressant de caractériser cette activité sur les sous-populations de monocytes, en vue de

déterminer la dominance du profil ADCP spécifique a notre cohorte.

Deuxiémement, une caractérisation du potentiel de différenciation des monocytes et
sous-populations en MoDCs serait nécessaire. Ceci permettrait de déterminer si le profil
« tolérogénique/régulateur » des MoDCs provient, en effet, du profil différentiel observé chez les
monocytes. Les résultats présentés au chapitre 2 ont démontré une preuve indirecte de ce
mécanisme lors de I’identification d’un phénotype moléculaire plutdt tolérogénique et régulateur
particulier aux monocytes des HESNs et qui pourrait, de ce fait, participer a la génération de ces
MoDCs. Toutefois, il s’agit ici de faire une preuve directe de ces observations en effectuant la

différenciation de chacune de ces sous-populations en MoDCs afin d’étudier leurs phénotypes.

Troisiémement, il serait intéressant de caractériser d’avantage la séroconversion afin
d’évaluer, de facon longitudinale et individuelle, les profils « tolérogéniques/régulateurs »
observés chez les HESNs, lors de la séroconversion. Nos observations initiales des
séroconvertrices nous laissent supposer que des modifications de la réponse immunitaire semblent
se profiler bien avant la séroconversion. Les monocytes et les MoDCs par leur profil
« tolérogénique/régulateur » participent activement au maintien immunitaire observé chez les
HESNSs. 11 serait donc pertinent de procéder a 1’analyse transcriptomique et par cytométrie en flux
des monocytes du sang circulant et MoDCs génitales chez les HESNs ayant séroconverties et de
suivre les modulations de ces populations tout au long des visites des participantes jusqu’a leur

séroconversion.
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Abstract

Worldwide, most Human Immunodeficiency Virus (HIV) infections are acquired through
heterosexual intercourse, and in sub-Saharan Africa, 59% of new HIV infections affect women.
Vaccines and microbicides hold promise for preventing the acquisition of HIV. To this end, the
study of HIV highly exposed seronegative (HESN) female commercial sex workers (CSWs), who
constitute a model of natural immunity to HIV, provides an exceptional opportunity to determine
important clues for the development of preventive strategies. Studies using both female genital
tract (FGT) and peripheral blood samples of HESNs CSWs, have allowed identifying distinct
features, notably low-inflammatory patterns associated with resistance to infection. How this
seemingly regulated response is achieved at the initial site of HIV infection remains unknown. One
hypothesis is that populations presenting regulatory profiles contribute to the orchestration of
potent anti-viral and low-inflammatory responses at the initial site of HIV transmission. Here, we

view to update our knowledge regarding this issue.

Keywords: natural immunity; HIV; highly exposed seronegative (HESN); regulatory cells
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1 Introduction

Approximately 38 million people are living with HIV/Acquired Immuno-Deficiency Syndrome
(AIDS) worldwide. Most HIV infections are acquired through heterosexual intercourse, and in
Africa, 59% of new infections affect women [1]. There is currently no cure for HIV and the
development of vaccines and microbicides remains the best solution to eradicate the pandemic. We
believe that efforts to develop effective devices should aim at mimicking and/or soliciting innate
and adaptive immune responses, such as those observed in the context of natural immunity to HIV.
Among heavily HIV-exposed female commercial sex workers (CSWs), some women remain
uninfected (resistant) despite several years of exposure. These HIV highly exposed seronegative
(HESN) individuals therefore constitute an exceptional model of natural immunity to HIV. To this
end, the comparison of samples from HESN CSWs and women involved in sex work but not yet
HESN should always be considered to control the effects of sex work itself on genital immunology
[2]. Several groups have identified HESN individuals among African female CSWs as well as
among other CSW cohorts around the world [3—6]. Analyses of blood and genital samples from
HESN CSWs have demonstrated potent anti-inflammatory conditions. We established a cohort of
female CSWs in Benin and have identified individuals who remain HIV-uninfected after more than
seven years of active prostitution. So far, analysis of the host response in the female genital tract
(FGT) and in peripheral blood of Beninese HIV- infected and HESN CSWs allowed us to identify
distinct features, notably inflammatory patterns associated with either susceptibility or resistance
to infection. More precisely, we have shown that Beninese HESNs maintain low genital
inflammatory conditions to prevent HIV infection [7,8], a feature which has also been observed in
other groups of HESNs [3,5,6]. In agreement with these observations, we recently reported that B
lymphocyte stimulator (BLyS)/B-cell activation factor (BAFF) levels were reduced in both blood
[9] and FGT [10] of Beninese HESNs when compared to HIV-uninfected non-CSWs and HIV-
infected CSWs. Interestingly, these HESNs presented elevated interferon (IFN)-a levels in their
genital samples, which were concomitant with elevated frequencies of myeloid Human Leukocyte
Antigen-DR isotype (HLA-DR)" cells expressing high levels of regulatory molecules [11]. How
this anti-viral but seemingly regulated response is achieved at the initial site of HIV infection

remains unknown. We believe that populations presenting regulatory profiles may contribute to the
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orchestration of potent anti-viral and low-inflammatory responses at the initial site of HIV

transmission.

2 The FGT

The complexity of the FGT has been previously thoroughly reviewed [12]. To summarize, the FGT
and associated lymphoid structures are part of the mucosal associated lymphoid tissue (MALT),
which also includes the gastro-intestinal lymphoid tissue (GALT). As such, studies on the GALT
have often been used to guide FGT investigations in different populations due to the difficulty in
obtaining ethical consent and samples. A unique particularity of FGT immunity is that it is tightly
regulated by a hormonal/inflammatory process throughout the menstrual cycle, having to deal with
the pressure of procreation, as well as with commensal and pathogenic microbial control. The FGT
is subdivided into phenotypically distinct upper and lower regions, which are separated by a
transforma- tion zone, which is highly populated by HIV target cells (see below). The upper FGT
is composed of the uterine endometrium, fallopian tubes and the endocervix, which level of sterility
depends on the menstrual phase. The upper FGT is covered by single layered columnar epithelial
cells, it also presents lymphoid aggregates, which can vary during menstrual cycle and are
composed of cluster of differentiation (CD)8" T-cells surrounding a B-cell core, encapsulated by
macrophages. The lower FGT consists of the non-sterile vagina and the ectocervix and is covered
by a stratified squamous epithelium. It is in this region that is located the commensal microflora
(see below). The first line of defense in the FGT is the acidic milieu and the mucus layer containing
immune mediators, such as antimicrobial agents, antibodies (Abs), complement and cytokines,
forming a chemical barrier [13]. Abs are pivotal to FGT mucosal immunity. Unlike the GALT
where immunoglobulin (Ig)A predominate [14], at FGT mucosal sites, both IgA and IgG are
produced, but IgG predominate [14,15]. IgG are produced locally in the lamina propria by local
plasma cells or systemically and can be transported across epithelial cells, via the neonatal Fc
receptor (FcRn), to the lumen [15]. Moreover, this transport is bidirectional, as FcRn can transport
antigen complexed-IgG back from the lumen and thereafter solicit regional effector functions from
leukocytes (see section on natural immunity) [14,15]. IgA, and to a lesser extent IgM, are produced
locally, mainly as polymeric containing a joining J chain. Both can translocate across epithelial

cells to generate luminal secretory IgA (SIgA) or IgM (SIgM) via the polymeric Ig receptor (pIgR).
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Mucosal SIgA, and to some extent SIgM, can mediate protection by trapping, neutralizing and
preventing transcytosis [14]. Moreover, in GALT, antigen complexed SIgA can be taken from the
apical to basolateral side of the epithelium through M cells, and thereafter mediate leukocyte
effector functions (see section on natural immunity) [14]. It is most likely that populations

guarantying the function of M cells are present in the FGT, but have yet to be characterized.

Epithelial cells are pivotal to mucosal integrity and form an uninterrupted barrier between the
lumen and underlying cells. Through cross-talk with sub-mucosal dendritic cells (DCs) and
Langherans cells (LCs), epithelial cells contribute to the orchestration of innate and adaptive
mucosal responses and maintenance of a homeostatic balance between tolerance vs defense [12,16—
18]. As such, pattern recognition receptor (PRR) sensing, such as via Toll-like Receptors (TLRs),
contributes to the production of chemokines and cytokines that help shape the outcome of innate

and adaptive mucosal responses [12,16—18].

3 The FGT in the Context of HIV

The number of sexual partners and their risk characteristics as well as early sexual debut (before
age 14) and the failure to use condoms are among the best documented behavioral risk factors for
HIV sexual transmission [19]. Intravaginal practices such as cleansing or usage of products for
hygienic or sexual reasons can also lead to increased HIV infection risk [20,21]. Among the most
compelling biologic risk factors are the presence of vaginosis and sexually transmitted infections
(STIs), high viral load and low CD4 lymphocyte counts in the infectious contact, and possibly viral
virulence and tropism [19]. HIV can cross the epithelial barrier when the junctions between the
epithelial cells are loosened due to pro-inflammatory factors such as tumor necrosis factor (TNF)
[22] and/or by sustained activity of effector T-cells in the early stages of the infection [23]. Also,
epithelial cells, which appear to be not infected, allow for endocytosis of the virus via the
galactosylceramide receptor (GalCer), which is highly expressed at the luminal pole of epithelial
cells, and can bind to the HIV Envelope (Env) glycoproteins gp120 and gp41 [24] permitting the
transfer of the virus to sub-mucosal DC populations and transmission to CD4" target T-cells [25—
27]. Another way for endocytosis of HIV by FGT epithelial cells is via gp340, a scavenger receptor,

activating TLR7 signaling then promoting the production of pro-inflammatory thymic stromal
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lymphopoietin (TSLP), activating sub-mucosal DCs and promoting HIV transmission to CD4"
target T-cells [28].

Several reports in humans and non-human primates (NHP) have suggested that LCs and DCs at
mucosal surfaces are of the earliest leukocytes to be exposed, and possibly in- fected by HIV or
Simian Immunodeficiency Virus (SIV), and migrate to lamina propria and draining lymph nodes
to facilitate transmission of the virus to permissive cells [16,27,29-32]. The virus can be
internalized by mucosal LCs and DCs via C-type lectin receptors such as Langerin or Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non- integrin (DC-SIGN) (CD209),
which are highly expressed by these populations and can bind to HIV Env [33-36]. After
internalization, the virus can be transferred to CD4" C-C Motif Chemokine Receptor (CCR)5"
effector target T-cells either locally or in lymphoid organs [32]. LCs can actually cluster with DCs
to favor cross-presentation of HIV to CD8" T-cells [33]. The HIV vaginal infection model was
mostly developed by studying SIV infection in NHP [37,38]. In this model, it was shown that
following vaginal transmission, the preferential target cells were CD4" T-cells of the T helper
(Th)17 lineage [39—41]. Strong doses of SIV in the vaginal mucosa were shown to cause an increase
of the chemokine macrophage inflammatory protein-3 alpha (MIP-3a)/Chemokine C-C motif
ligand 20 (CCL20), produced by both murine [42] and human [43] mucosal epithelial cells, and
which attracted populations such as plasmacytoid DC (pDC), Th17 and LC precursors at the
cervical epithelium [38,43]. The principal ligand of CCL20 being CCR6, which is expressed by
immature LC/DC, pDC and Th17 cells [44]. Studies demonstrated that early blocking of CCL20
prevented cellular recruitment and establishment of an inflammatory milieu, reducing infection

despite repeated exposures to SIV [45,46].

It is now widely assumed that mucosal Th17 effectors are the main targets for HIV/SIV and
massive depletion of these cells following infection establishment results in an even- tual critical
loss of balance favoring accumulation of cells with a T-cell regulatory (Treg) phenotype in
HIV/SIV infected subjects [47-49]. In infectious or inflammatory conditions, certain DC
populations produce the enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), which is up-regulated by
IFN-a and TLR agonists [42,50]. This enzyme is key in the regulation of the balance between
Treg/Th17 [51]. Augmentation of IDO causes an imbalance in the ratio between Treg/Th17 marked
by a depletion of Th17 and a gradual expansion of Tregs [19,23,38,40,46,52]. This imbalance
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contributes to a persistent inflammatory state in the context of HIV chronic infection [49].
Moreover, this dysregulation is increased by altered CCR6" cell homing patterns [53]. In humans,
Th17 differentiation requires transcriptional regulator retinoic acid-related orphan receptor
(ROR)Gt and differentiation factors such as transforming growth factor (TGF)-f, interleukin (IL)-
1, IL-6, IL-21 and IL-23 [54-56]. Th17 cells produce IL-17, IL-21 and IL-22 to maintain the
integrity of the epithelial barrier and defend the organism against bacterial and fungal pathogens
[40]. Th17 express a4p7 integrins at their surface to be able to interact with mucosal addressin cell
adhesion molecule-1 (MAdCAM-1), which mediates their homing to the gastrointestinal,
respiratory and urogenital mucosa [57—60]. The a4p7 integrin can also be used by certain strains
of HIV to facilitate attachment. Although Th17 are the main targets of HIV, it has been shown that
mucosa-resident LCs and DCs contribute to the selection process of the HIV founder strain [61,62].
Moreover, in a recent study, macrophages were shown to play an important role in dissemination

and cell-to-cell transmission of the virus [63].

Overall, epithelial cells and sub-mucosal DCs and LCs, as well as macrophages, play critical roles
in the establishment of HIV infection mainly through PRR sensing, including TLRs which
expression and responsiveness are increased in the HIV context [64], and subsequent transmission
to Th17 targets. Perturbed activities of these populations nourish the inflammatory context
eventually leading to a breach in the Treg/Th17 homeostatic balance in the context of disease
progression (reviewed in [16,19]). Of note, in healthy women, neutrophils constitute 10-20% of
genital leukocytes. It has been recently shown that stimulation of these neutrophils with HIV-like
particles induced the expansion of neutrophil extracellular traps (NETs). Furthermore, pre-formed
genital NETs totally inactivated infectious HIV, suggesting an important role for neutrophil

responses in the battle against HIV [65].

4 The FGT Microbiota in the HIV Context

In the past decade, the vaginal microbiome has emerged as a critical modulator of inflammation in

the FGT and impacts on susceptibility versus protection against infections.

An indicator of a healthy microflora is characterized by a dominance of the genus Lactobacillus

spp., which produces lactic acid rendering the environment acidic [66]. An- other way that
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lactobacilli protect the FGT against pathogens is by producing bacteriostatic compounds and
antimicrobial peptides [67,68]. Their presence limits the colonization of the FGT by other

microorganisms who have to compete for attachment to the epithelium [69].

Vaginal microbiota dysbiosis happens when the dominance of Lactobacillus spp. de- creases [70].
This shift is marked by an increase in microbial diversity, which involves obligate and facultative
anaerobes and more Gram-negative bacteria inducing bacterial vaginosis (BV) [70,71]. This
dysbiosis is characterized by a decrease in production of lactic acid resulting in basification of the
FGT (pH > 4.5). Another consequence of BV is an elevated level of mucin-degradative enzymes
that watery the mucus layer [72]. Due to all of these changes, BV causes disruptions of the mucosal
epithelium barrier, increases the inflammatory response and immune activation [73]. Altogether,
BV has been reported to increase the risk of acquisition of HIV by approximately 1.5 fold [74].
Multiple studies tend to confirm the conclusions that BV increase inflammatory responses and
recruitment of target CD4" T-cells [75-78]. It has also been shown that BV can augment the risk
of acquisition of STIs such as Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae [79]. Due to BV
persistence [80] and recurrence even when treated [81] this condition can contribute to the
population attributable risk (PAR) of HIV infection. In addition, two studies suggest that BV
contributes even more to HIV PAR than any other genital condition, except Herpes simplex virus-
2 (HSV-2), to HIV susceptibility [82,83]. Infection by the Human Papilloma Virus (HPV) causes
activation of cervical CD4" T-cells and a higher recruitment rate of T-cells to the FGT. The high
levels of HIV target cells as well as lesions in the epithelium caused by the multiplication of HPV

increase the susceptibility to HIV infection [84].

One of the major consequences of STIs is often the destruction of the mucosal barrier by inducing
inflammation, damages to the epithelium, and massive recruitment of HIV target cells at the site
of infection [85]. Even though they cause such trouble, some STIs, such as Chlamydia trachomatis
and Neisseria gonorrhoeae, are difficult to diagnose because of the lack of symptoms in infected
women. Studies have reported that there is a greater than three-fold higher risk of contracting HIV

when the person already has an STI [86].

Recently, research on the gut and other niches’ microbiota have described the virome’s role in the
microflora. Despite all the studies, the impact of the virome on the FGT remains unclear and must

be studied further. Still it can be linked to bacterial variations and other health issues. More studies
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on this matter could help better understand the interactions in the microflora that can shape the
immunity of the FGT [87]. Overall, vaginal dysbiosis and inflammation increase the susceptibility

of infection to HIV.

5 Natural Immunity to HIV Infection

Natural immunity to HIV infection is likely to be a multifactorial complex process, which involves
environmentally and/or genetically determined factors [3—6]. It is now well accepted that protection
against HIV infection in HESN female CSWs is linked with a low-inflammatory/activation profile
both in blood and genital compartments [3,5,6]. It was shown that neutralizing proteins, such as
anti-proteases and high levels of anti- inflammatory factors are found in the genital mucosa of
HESN CSWs [5,88]. Moreover, genetic polymorphisms such as for the interferon regulatory factor
(IRF)-1 have been shown to confer a lower infection risk by HIV [89,90]. Still, further exploration
is required in order to fully harness elements of natural immunity, which will lead the path to
designing preventive strategies. We and others have previously reviewed this concept (reviewed in
[3—6,16,19]) and will therefore herein concentrate our efforts by presenting new aspects of natural
immunity against HIV infection such as found in HESN female CSWs, and more particularly as

regarding its regulation.

Although it is tempting to attribute a role for differential microbiota composition in the shaping of
natural immunity to HIV of HESN individuals, current observations do not point to this fact (see

Fowke, Broliden, and collaborators in the Vaccines 2021 Special Issue).

To allow procreation, the FGT must become tolerant to seminal fluids but this is accompanied by
an increased risk of STIs. To reduce this risk, surveillance from the immune system is increased
by recruitment of populations such as DCs and granulocytes as well as changes in the structure of
epithelial surfaces [91]. However, the semen contains mediators, such as high levels of IL-10, TGF-
B and Prostaglandin E2, inducing a more tolerogenic profile in the FGT [92,93]. In a cohort of
CSWs from Puerto Rico, it was found that high exposure to seminal fluids may up-regulate type I
IFNeg expression in the FGT of HESNs inducing changes that reduce HIV susceptibility, which
might explain, in part, the HESN status in this cohort [94].
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In a Spanish cohort of serodiscordant couples, it was observed that HESNs produce antibodies that
can reduce the binding between HIV gp120 and host receptors a4f7 and DC-SIGN, possibly
reducing HIV spreading to the MALT [95].

In a cohort of heavily exposed women from Kenya, HIV-specific CD8" cytotoxic T lymphocyte
(CTL) and CD4" T-cell poly-functional responses were found in HESN CSWs [96,97]. When
compared to HIV-infected CSWs, CD4" T-cells from these HESNs had a greater ability to
proliferate in response to HIV p24 peptides [97,98]. Furthermore, when whole blood of HESNs
and HIV-uninfected CSWs from this cohort were compared on a molecular basis, it was found that
HESNs have lower expression levels of genes involved in T-cell receptor signaling and host factors
required for HIV replication [99]. Moreover, in these same group of women as well as in those
from Cote d’Ivoire, HESNs presented HIV Env-specific cross-clade neutralizing mucosal IgA,
which blocked viral transcytosis through tight epithelial barriers [3,100,101]. We could not detect
substantial IgA1 or IgA2 reactivity to HIV Env glycoproteins in the cervico-vaginal lavage (CVL)s
of Beninese HESN CSWs [10]. To date, studies have reported contradictory results regarding anti-
HIV-specific IgA responses in the genital tract of HESNs [3,10,100-105]. These discrepancies
may be linked to the relatively small sample size and/or the different techniques used to detect Env-
reactive Abs. Also, the fact that most genital Igs are found in the mucus [106], may preclude the
detection of certain Ig isotypes in CVLs. Yet, we have previously detected anti-HIV Env-specific
IgG with neutralizing and antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) functions in the blood
and CVL samples from Beninese HIV-infected CSWs but not in those from HESNs [107].
However, we could detect IgG1 reactivity to gp41 in some HESNs [10], which could be derived
from a microbiota reactive, possibly first-line B-cell pool [108], as most gp41 Abs are known to
cross-react with microbiota [109]. These observations may imply that natural immunity to HIV in
Beninese HESN CSWs is not mediated by IgG neutralizing or ADCC responses, and may involve
other functions of Abs that can confer some level of protection, as is now being suggested by a

growing body of evidence [110-112].

Analyses of correlates of protection from the RV144 vaccine trial had suggested that decreased
HIV acquisition was linked to blood derived IgG1 and IgG3-mediated ADCC activity toward the
HIV Env VI1V2 region [113]. It was shown that RV144 vaccinees bearing certain HLA class II
alleles such as DQB1*06 presented increased risk of HIV acquisition, and this was possibly linked
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with elevated Env-specific IgA that interfered with ADCC activity. However, in RV144 vaccinees
who did not bear predisposing HLA alleles, non- neutralizing Env-reactive IgA derived from blood
memory B-cells blocked in vitro HIV Env binding to GalCer and mediated in vitro phagocytosis
by monocytes. This suggests that the RV144 regimen may have induced a certain level of non-
neutralizing IgA in some individuals, which conferred some level of protection [108]. Interestingly,
this vaccination regimen was found to elicit more robust responses, notably IgG antibody-
dependent cell phagocytosis (ADCP), in vaccinees from South-Africa [114]. The Env-reactivity
and functional capacities of IgA were however not reported for the South African vaccinees.
Unfortunately, mucosal samples were not collected during the RV 144 trial and the reactivity of
mucosal Igs have not been assessed. Nevertheless, lessons from the RV 144 trial teach us that it is
mandatory that we further the exploration of different Ig mediated effector capacities, especially

those of ADCP, in HESN CSWs.

Passive immunization studies aiming at the prevention of HIV transmission are promising and have
been recently extensively reviewed [115,116]. Administration of broadly neutralizing antibodies
(bNADbs) has been shown to protect against HIV acquisition in some clinical trials, one of the most
promising being the human monoclonal antibody (mAb) VRC-HIVMABO060-00-AB (VRCO1).
This bnAb vaccine is under clinical trial for preventing HIV infection in two groups, one being
sexually active heterosexual adult women in sub-Saharan Africa and another being men or
transgender people having sex with men in the USA, Brazil, and Peru. This study aims to determine
minimal concen- trations required for passive immunization through bNAbs at mucosal sites. As
such, previous passive immunization studies aiming to assess the importance of mucosal Igs in the

prevention of HIV transmission revealed them as important weapons [117].

In 2011, the group of Morgan Bomsel had elegantly shown that vaccination of NHP with HIV gp41
virosomes induced mucosal IgA and IgG, which blocked transcytosis and mediated ADCC,
respectively, preventing systemic invasion following vaginal simian-HIV (SHIV) challenge [118].
Importantly, these animals lacked serum neutralizing antibody activity, highlighting the
importance of effector antibodies at the mucosal portal of entry. A more recent study by this group
has shown that gp41 specific IgA can induce ADCP by monocytes and neutrophils [119]. In
another study, with NHP, the use of adjuvanted liposomes promoted ADCP mucosal responses by

monocytes and neutrophils that pro- tected from SHIV challenge [120]. Along the same lines,
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refined passive immunization studies revealed full protection of rhesus macaques against SHIV
challenge following administration of anti-HIV-1 neutralizing mucosal dIgA2 together with
systemic IgG1 with the same epitope specificity [121,122]. Furthermore, mucosal dIgAl was
significantly more protective than dIgA2, highlighting the importance of characterizing different
isotypes of IgA, as they differ predominantly in the hinge region and may confer varying effector
functions [117]. The fact that these neutralizing Abs were poorly efficient when used alone implies
that this passive immunization regimen requires first-line mucosal IgA in conjunction with

systemic IgG to prevent virus acquisition.

6 Immunoregulatory Populations in the Context of Natural

Immunity to HIV

6.1 Tolerogeneic DCs

As has been described above, DC are known to be major players in mastering the orchestration of
immune responsiveness. We have previously identified endocervical myeloid HLA-DR™ cells in
the FGT of Beninese CSWs, which in HESNs expressed higher levels of IFN-a, TLR7 and
immunoregulatory markers IL-10 and HLA-G when compared to both HIV-infected CSWs and
HIV-uninfected non-CSWs [11]. Furthermore, we revealed a myeloid CD103"CD14"CD11c¢"
population in the FGT that increased in HESNs, and that expressed higher levels of IFN-a and IL-
10. Interestingly, the majority of these myeloid CD103"CD14"'CDI11¢" IFN-a'TL-10"cells co-
expressed HLA-G and Immunoglobulin-like transcript (ILT)-4. Importantly, this profile is
reminiscent of tolerogenic DC-10 [123], which secrete high amounts of IL-10, express high levels
of HLA-G and ILT-4 and can induce type 1 regulatory cells (Tr1) (CD49b" Lymphocyte activation
gene 3 (LAG-3")) via an IL-10-dependent ILT4/HLA-G pathway [124]. Both IFNo and IL-10 are
involved in differentiation of Trl [125,126] and in vitro studies have demonstrated that monocyte-
derived DCs (MoDCs) treated with IL-10 and/or [FNa were rendered “tolerogenic” and up-
regulated the inhibitory receptors ILT-3 and ILT-4, which promoted their capacity to induce Trl
[127,128]. Furthermore, IL-10 is one of the key cytokines inducing HLA-G expression on myeloid
cells [129]. 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
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them to promote the differentiation of regulatory T-cells [130—132]. The fact that myeloid HLA-
DR'CD14°CD11c¢" cells found in the FGT of Beninese HESNs also expressed high levels of
CD103, suggests they could play a similar role to CD103" DCs found throughout the gut lamina
propria and thought to be most effective at promoting T regulatory responses and to play a central

role in maintaining tolerance and tissue homeostasis [133].

The “DC-10-like” population found to be increased in the FGT of Beninese HESNs is likely to be
derived from monocytes, and influenced by the low-inflammatory milieu (reviewed in [134]). For
example, in the gut, most DCs are monocyte-derived and are involved in maintenance of
homeostasis [133], and it is likely that this also occurs in the FGT as most DCs were shown to
express CD14 [135]. In human, monocytes are categorized in three main populations based on their
expression levels of CD14 and/or CD16, each representing a stage of differentiation, or more so
transition as CD14 goes down and CD16 goes up. They are the predominant CD14*CD16- classic,
CD14'CDI16" intermediate and CD14low/dimCD16"" non-classic populations. Importantly,
frequencies of non-classic monocytes are increased in blood in the context of several infectious
diseases including HIV infection [134]. As such, non-classic monocytes are known to patrol and
sense nucleic acids and viruses via TLR7 and TLRS receptors [136]. Alterations in the classic vs.
non-classic monocyte ratios during pathological conditions may dramatically influence MoDC-
mediated immunity. In human, both classic and non-classic monocytes differentiate into MoDC in
vitro and present a differential transcriptomic signature. As MoDC derived from non-classic
monocytes express CD103, RALDH?2 and TCF4 typical of mucosal DC and are thought to play a
role in mucosal homeostasis [137]. Moreover, non-classic monocytes preferentially acquired DC
features in a model of transendothelial migration [138]. As to whether the relative frequencies of
blood monocyte populations are perturbed in HESNs, and whether a particular population is
responsible for the generation of the “DC-10-like” population found in the FGT remains to be

established.

6.2 Tregs and Trl

Concomitant to the elevated frequencies of tolerogeneic or DC10-like population in their FGT,
Beninese HESN CSWs presented elevated frequencies of endocervical regulatory CD4" Tregs [11].

Moreover, these endocervical Tregs expressed higher intensity of pro- grammed cell death protein
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(PD)-1, as well as IL-10 and cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4), and this was
also found for Trl cells [11]. Although this could reflect T-cell exhaustion, we believe that these
cells are in an active state [139,140], as reflected by their higher levels of IL-10 expression. These
findings are in agreement with a previous study showing elevated frequencies of Tregs in the blood
of HESNs from Kenya [141], a finding which has been recently extended (see Fowke, Broliden,
and collaborators in the Vaccines 2021 Special Issue). The increase in tolerogeneic DC-10-like and
Treg populations likely confers an advantage to HESN individuals in preventing the establishment

of HIV infection.

6.3 Importance of NR4As (Nuclear Receptors 4A)

Orphan nuclear receptor (NR)4A1 (Nur77), NR4A2 (Nurrl) and NR4A3 (NORI) are
transcriptional regulators of differentiation, proliferation, and apoptosis genes. They are important
modulators of inflammatory responses and are necessary for monocyte differen- tiation and Treg
development (reviewed in [142]). Importantly, studies of mouse Ly6Clow monocytes, which are
considered to be the murine analogs of human non-classic mono- cytes, whereas Ly6Chi
correspond to classic monocytes, demonstrated that the transition from Ly6Chi to Ly6Clow
monocytes depends on NR4A1 expression [ 143], which is necessary for the generation and survival
of Ly6Clow monocytes, which are being reduced by 90% in NR4A1-deficient mice [144]. Also, it
has been shown that increased NR4A1 expression levels lead to diminished MoDC and T-cell
activation [145]. Furthermore, recent studies with NR4A3-deficient mice show that NR4A3
expression is required to skew monocyte dif- ferentiation toward MoDCs and allows the acquisition

of migratory characteristics required for MoDC function [146].

Since expression of NR4As is necessary for the maintenance of forkhead box P3 (FoxP3)
expression and thereby essential for the development of Tregs, there have been reports of several
studies where those genes are targeted to modulate Treg responses in cancer [147,148].
Interestingly, when the Tregs that infiltrate the tissue tumor are treated with camptothecin and a
cyclooxygenase-2 inhibitor, the transcriptional activity and the induction of those genes are
inhibited [148]. This phenomenon is beneficial in mice by breaking the immune tolerance mediated
by Tregs that protect the tumor against cytotoxic CD8" CTL cells. These observations help
illustrate the potential of NR4A modulation. Thus, it could be possible to hypothesize that high
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levels of expression of NR4As in immune cells in the FTG of HESN women could help in the
maintenance of their low- inflammatory environment, shown to be an important factor in natural
immunity against HIV. NR4A receptors are expressed early in response to physiological and
pathological stimuli including inflammation. There is growing evidence suggesting that expression
levels of NR4As are affected in the context of autoimmunity and infectious diseases. Synthetic
regulation of NR4A expression is currently used for treating patients with certain

leukemia/lymphomas, and could be envisaged for immunomodulatory purposes.

6.4 Innate B-Cells with Breg Potential

In the Kenyan CSWs cohort, late seroconversion occurred in some HESN CSWs and involved
waning of responses due to reduced sexual activity and antigenic exposure [149]. These
observations could be suggesting that natural immunity may involve innate type ‘“antigen
experienced” cell populations that require frequent re-exposure in order to be maintained in a given
cellular niche. In this view, HIV Env gp120 binding innate CD1¢" B-cell populations were found
in the FGT of Beninese HESNs [10], but as to whether they can confer some level of protection
remains to be established. A subset of CDI1¢" B-cells, known as marginal zone (MZ) B-cells, are
involved in the early first-line defense against viruses [150]. In humans, MZ B-cells recirculate and
have been found in front-line areas such as the sub epithelial lamina propria of the MALT [150].
By trafficking antigen, they promote Germinal Center (GC) reactions, which are essential for the
development of effector and memory B-cells [151]. MZ B-cells can also be activated by T-
independent signals from neutrophils, DC and/or MoDC, which can lead to class switch
recombination (CSR) from IgM toward IgG or IgA [150]. The antibodies produced by these cells
are often of low affinity and polyreactive; however, it has been described that they can bind to the
HIV Env gpl120 glycoprotein through surface lectins and/or polyreactive B-cell receptor (BCR)
[152]. We recently showed that MZ and precursor MZ B-cells from the blood of healthy individuals
express high levels of CD83 and nuclear receptors NR4A1, 2, 3 [153], which as mentioned above
are important regulators of the inflammatory response. Importantly, precursor MZ B- cells
demonstrated regulatory functions (Breg) and controlled T-cell proliferation following in vitro
activation, and this was dependent on the immunoregulatory surface molecule CD83 [153]. As

such, CD83 expression is directly modulated by NR4A1, 2, 3 transcription factors [154]. We thus
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identified these molecules as potential Breg markers of precursor MZ B-cells, along with
CD39/CD73 ectonucleotidases [153]. This is of interest, as yet potent Breg attributes mainly point
to IL-10 production. However, in the HIV context, most B-cell populations are driven to over-
express IL-10 [155]. As to whether the HIV Env gp120 binding innate CD1c¢" B-cell population
we found in the FGT of Beninese HESNs [10] possess Breg functions and contribute to the low-

inflammatory genital profile described for HESNSs is attractive but remains to be assessed.

MZ B-cells require BAFF for their selection, expansion, activation and T-independent CSR [150].
BAFF is found as both membrane and soluble forms, the main sources of BAFF being neutrophils,
DC and Mo-DC, and to a lesser extent activated T-cells [156,157]. Excess of both membrane and
soluble BAFF in the blood of Beninese HIV-infected CSWs has been associated with a
dysregulation of the B-cell compartment [9]. Interestingly, Beninese HESNs had lower soluble
BAFF levels in their blood and CVLs than HIV-infected CSW or HIV -uninfected non-CSW [9,10].
Also, the relative frequencies of BAFF expressing cells in the genital mucosa of these HESNs were
smaller than those observed in the other groups [10]. These raised the possibility that the low levels
of soluble BAFF measured in blood [9] and CVLs [10] of Beninese HESNs may be linked to the
signals leading to BAFF release. As to whether these are related to advantageous genetic
polymorphisms remains to be established. We have analyzed BAFF promoter -871, -2841 and -
2701 mutations asso- ciated with elevated BAFF plasma levels and susceptibility to auto-immune
diseases such as Systemic Lupus Erythematosus and hepatitis C associated cryoglobulinemia [158—
160] in our Benin cohort and found no association. Sequencing the entire BAFF gene need thus to
be envisaged. The lower BAFF levels found in Beninese HESNs did not alter the frequencies of
precursor MZ B-cells in blood as they remained similar to those observed in HIV-uninfected
individuals [9]. However, we did find lower frequencies of mature MZ B-cells in the blood of
HESNs when compared to HIV-uninfected individuals, and this was also found for HIV-infected
CSWs [9], which could be suggestive of an active peripheral recruitment and/or exhaustion.

Implying that these populations are important in the fight against the virus.

Since the integrity of B-cells, and especially MZ, is closely linked to BAFF, the main- tenance of

low levels of BAFF in the vaginal mucosa of HESNs can be a key factor of natural immunity.

MZ B-cells are easily activated; it is, therefore, important for them to be controlled or they can lead

to autoimmunity [161]. Importantly, it was previously described that invariant natural killer T-cells
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(iINKT) have this potential [162]. These cells are quite efficient in the modulation of a majority of
immune cells such as DC, Natural Killer (NK), T-cells and B-cells [163]. Interestingly, iNKT cells
can be activated through glycolipid presentation, which can be mediated by MZ B-cells via CDIc
[164]. Based on these observations, it is possible to think that iNKT and MZ-like B-cells play an
important role in the maintenance of low-inflammatory conditions in the FGT of HESNs and it is

important to study them more carefully in the context of HIV infection and natural immunity.

6.5 Natural Killer Cells

NK cells were shown to play an important role in natural immunity against HIV. NK cells are
lymphoid cells that can rapidly respond against infected or transformed cells via potent cytotoxic
activity [165]. This activity is mediated by a mix of inhibitory signals and stimulating signals,
which are both transmitted by the Killer Immunoglobulin-like Receptors (KIR), which are cell
surface receptors that bind to certain HLA molecules [165]. However, NK cells are also
strategically placed in the immune response, allowing bridging of both innate and adaptive
immunities. Indeed, by producing key cytokines and activating cells such as DCs, NK cells can

help modulate the immune response on the infection site [165].

There are two main subsets of human NK cells: the CD56brightCD16low subset, which composes
up to 10% of all NK cells and is mostly a proliferative subset specialized in cytokine production,
and the CD56dimCD16" subset, which composes the other 90% and is responsible for the cytotoxic
activity of NK cells [165]. HIV infection promotes an expansion of both a CD56dimCD16- and a
CD56—CD16" population that are highly dys- functional, with lower cytotoxicity potential due to
the changes of expression of certain NK receptors and with lower cytokine production [166,167].
It was recently shown that NK cells from the blood of HIV-infected women, most notably
CD56dim and CD56— subsets, overexpress the T-cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains
(TIGIT) when compared to HIV-uninfected women [168]. Interestingly, TIGIT expression by NK
cells correlated with a gain of function, as the TIGIT" subsets expressed higher levels of certain
markers associated with a more mature phenotype as well as a stronger cytotoxic activity when
compared to the TIGIT— subsets [168]. TIGIT is an exhaustion marker found in T-cells and NK
cells in the context of certain malignancies and chronic infections [169,170]. TIGIT expression by

memory T-cells correlated with HIV disease progression, with T-cells from elite controllers
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expressing lower levels of TIGIT than viremic individuals or even ART- treated individuals [171],
and a blockage of TIGIT expression by NK cells increased their anti-tumoral cytotoxicity by
preventing cell exhaustion [170]. In Beninese HESN women, a slightly higher expression of TIGIT
was found when compared to healthy donors [172]. As to whether this slight increase of TIGIT

correlates with a gain of function remains to be established.

Several correlations were established between certain alleles of KIR genes and a better control of
HIV infection. For instance, a group of HESN individuals from the Montreal Primary HIV
Infection (PHI) cohort were shown to possess a higher frequency of KIR3DS1 homozygous
individuals when compared to a group of HIV-infected individuals [173]. Moreover, they were
found to possess a smaller frequency of other KIR alleles such as KIR2DS4*001, found to correlate
with HIV transmission in serodiscordant couples [173,174]. Furthermore, certain HLA/KIR
genotype combinations have been associated with a control of viral infection, such as the
KIR3DL1*h/*y and HLA-B*57 being more frequently found in HESN than HIV-infected
individuals [175]. HLA-B*57 is an HLA-B allele that possesses a mutation encoding for an
isoleucine at position 80 of the protein and allows for HIV infec- tion control through the generation
of T-cells that respond better to viral epitopes during thymic selection. Furthermore, possession of
both HLA-B*57 and KIR3DS1 alleles led to a stronger HIV protection when compared to
possessing only one or the other, possibly by allowing for the generation (or “licensing”) of a
polyfunctional NK cell subset that highly express IFN-y, TNF-a and CD107a and thus could

contribute to viral control [176—178].

While the HLA-B*57 allele is associated with a better control of HIV infection, its presence is
equally associated with higher activation levels of CD56bright CD16low NK cells and non-
classical CD14low/dimCD16"" monocytes by bacterial TLR agonists [179]. Indeed, these cells
were found to produce higher levels of proinflammatory molecules such as IFN- vy, IL-1p and IL-
6 in the presence of Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) such as Escherichia coli’s
lipopolysaccharide (LPS) when compared to donors possessing other HLA alleles such as HLA-
B*44, in vitro [179]. HLA-B*57 is found to correlate with a higher risk of sepsis-related death in
HIV-infected and treated individuals [180]. Of importance, IL-6 correlates with a more severe
clinical progression in several diseases, including HIV infection [181]. Indeed, IL-1fB enriched

monocytes overexpress 1L-6, which correlates with a higher mortality risk in HIV-infected and
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treated individuals [182]. Furthermore, IL-6 excess is a prognostic of sepsis, and it is also related
to the “cytokine storm syndrome” in several diseases and could lead to autoimmune manifestations
via chronic inflammation (Reviewed in [183]) [184]. Thus, it is possible that while this HLA allele

might protect from HIV infection, when it fails to do so, it could be deleterious to the individual.

Studies conducted with the Beninese CSWs cohort showed that while NK cells of HESN women
did not cluster into a different subset when compared to uninfected women, they expressed higher
levels of CD16 (FCGRIII) [172]. CD16 is an Fc receptor that al- lows binding to IgG Fc portion,
and whose binding is essential to ADCC activity by NK cells [165]. These findings suggest that
NK cells from HESN women may have stronger ADCC capacities, which could be protective
against HIV infection. ADCC was shown to correlate with the protection generated by the RV144
vaccination trial in Thailand, the only HIV vaccination trial that generated some form of protective
immunity [185,186]. Moreover, elite controllers were found to have a stronger ADCC activity
against HIV than normal progressors [187], and HIV-infected women who possessed CVL
antibodies able to mediate ADCC were found to have a lower HIV RNA load in their genital tract
[188]. As mentioned earlier, while no broadly neutralizing antibodies, nor Ig mediating ADCC
activity were found in the blood or CVLs of Beninese HESNSs (possibly due to lower levels and/or
removal of the vaginal mucus prior to CVL sampling) [107], the possibility that other antibodies
in their blood or mucosae could induce protective activity, notably IgG1 targeting gp41 and/or
other antibodies produced by first-line B-cells such as the CDI1c" population [10], cannot be
excluded. Besides, as mentioned earlier, ADCC is not the only protective mechanism that implies

antibodies.

It is important to note that most of the studies presented above have been conducted with blood
NK cells. Indeed, FGT NK cells differ from blood NK cells morphologically (the former are bigger
and are more granular than the latter) and phenotypically (via the expression of CD69 and CD9,
and levels of CD16 expression for example) [189,190]. These differences suggest that both subsets
may possess different functions, and thus could contribute differently to HIV protection. Blood NK
cells, notably the CD56brightCD16— subset, are able to secrete the f-chemokines CCL3, CCL4
and CCL5 (RANTES), which are CCRS5 ligands [191]. Interestingly, we have shown that Beninese
HESNSs harbor higher levels of these molecules in their blood [8]. High levels of these molecules

could be protective against HIV via a competition with the virus for CCRS5, one of the co-receptors
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necessary for viral entry [192]. Furthermore, uterine NK cells, mostly found in the FGT, were
shown to inhibit HIV infection in vitro via the production of C-X-C Motif Chemokine Ligand
(CXCL)12, a ligand for C-X-C chemokine receptor (CXCR)4, the other co-receptor used by HIV
during infection [193]. While in vivo infections are almost exclusively done by CCRS5- tropic (or
R5) viruses, HIV-infected individuals harbor viruses tropic to both receptors, especially during late
stages of infection (and even during treatment) [194]. Indeed, there is a phenotypic change between
the Transmitted/Founder (T/F) virus and the myriad of quasispecies that are found in a viremic
individual, with a tropism change from R5 to CXCR4-tropic (or X4), which correlates with
progression to AIDS [194], although the mechanisms related to this phenotypic conversion remain
to be elucidated. Nevertheless, viral resistance to CCRS drugs such as Maraviroc is a testament of
the importance of X4-tropic viruses in the infection and thus could reinforce the importance of

uterine NK cells in inhibiting these types of viruses [195,196].

NK cells also seem to play a role in the rectal immunity to HIV. A higher frequency of NK cells in
rectal mucosa (which resembles that of the FGT, with the lower expression of CD16 and a higher
expression of CD56 compared to their blood counterparts) seem to correlate negatively with HIV-
1 replication in this tissue, as opposed to MZ B-cells, which frequencies correlate positively with
viral replication [190,197]. It was suggested that MZ could contribute to trans-infection of HIV
given that as mentioned earlier, these cells can bind to virus particles via surface lectins such as
047 and DC-SIGN [152]. We have shown that innate CD1¢" B-cells in the FGT have the capacity
of binding to HIV Env gp120 [10]. However, the true potential of trans-infection by these cells has
yet to be elucidated.

Interestingly, IL-17A levels correlated strongly to p24 production in the rectal model. This is of
importance, since we have shown that Beninese HESN women harbor lower levels of IL-17 in their
FGT when compared to non-HESN women [11]. IL-17A levels likely reflect the activity of Th17
T-cells, prime targets for HIV, at mucosal infection sites [39—41]. Thus, the lower levels of IL-17
in the FGT of HESNs could reflect lesser availability of Th17 target cells and/or regulated activity.
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7 Conclusions

Natural immunity to HIV in HESN CSWs, such as that found at the FGT mucosal por- tal of entry,
likely involves a strong capacity to generate efficient anti-viral responses while simultaneously
preventing excessive inflammation. This probably implicates orchestration of first-line innate
immune responses in conjunction with matured high-affinity adaptive responses. As depicted in
Figure 1, local regulatory populations such as “DC-10"-like, Treg, Tr1, and possibly CD1c" “Bregs
(Regulatory B-cells)” may help shape and maintain a low-inflammatory genital milieu, which
allows for balanced responses from effector populations. It is easy to think that since expression
and activity of NR4A molecules can be modulated therapeutically, such strategies may be
contemplated in modulating the mucosal environment at the genital portal of entry to prevent HIV
infection. Also, contained BAFF levels likely contribute to maintaining the integrity of innate
CDIc" “MZ-like” B-cells, which capacity of binding to HIV Env and producing IgG and/or IgA,
raises particular interest because MZ B-cells can acquire Ig somatic mutations and could be
harnessed to increase HIV Env affinity in the optics of designing preventive strategies involving

the generation of protective first-line responses in the FGT.

The understanding of the genetic, environmental, and cellular mechanisms which undercover the
potent anti-viral but regulated immune responses that prevent excessive immune activation and
recruitment of HIV target cells at the initial site of exposure in the context of natural immunity are

mandatory to the design of preventive devices against HIV infection.
Acknowledgments: Figure 1 was created with BioRender.com.

Abbreviations :

HESN Highly Exposed Seronegative

CSW Commercial Sex Worker

FGT Female Genital Tract

MALT Mucosal Associated Lymphoid Tissue
PRR Pattern Recognition Receptor

TLR Toll-like Receptor

CVL Cervico-Vaginal Lavage

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity
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ADCP antibody-dependent cell phagocytosis
MoDC Monocyte-Derived Dendritic Cell
Tregs Regulatory T-cells

Trl T regulatory type 1

NR4A Nuclear Receptors 4A

Bregs Regulatory B-cells

BAFF B-cell Activation Factor

MZ  Marginal Zone

iINKT Invariant Natural Killer T-cells

KIR Killer Immunoglobulin-like Receptors
TIGIT T-cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains
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Annexe 2 : Affiche

Caractérisation des monocytes du sang circulant chez les travailleuses du sexe béninoises dans le

contexte du VIH.

Affiche présentée lors de la 6i¢me journée de la recherche de I’Université de Montréal, novembre

2019 ainsi qu’au 29¢ Congres annuel canadien de recherche sur le VIH/sida, mai 2020
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INTRODUCTION

Le tractus génital (TG) est la principale porte d'entrée pour le VIH, et son
immunité joue un réle important dans le contrdle d'une flore commensale
et la défense de l'organisme contre les micraorganismes pathogénes, Avec [a
collaboration des cellules épithéliales, les cellules dendritiques [DCs) aident
3 maintenir une balance homéostasique immunitaire entre tolérance et
inflammation, elles sont impliquées dans la production de maolécules
immunorégulatrices, et orchestrent la réponse lymphocytaire T et B,

Un groupe de travailleuses du sexe (TS) a @té recruté a Cotonou (Bénin),
dans lequel ont été identifiées des femmes dites hautement exposées
séronégatives (HESN). Ces fernmes ne deviennent pas infectées par le VIH,
et ce aprés plus de sept ans de travall sexuel actif Les TS HESN Béninoises
possédent une réponse inflammatoire plus basse au niveau du TG comparé
aux TS VIH+ et non-TS YIH- La fréguence de populations de cellules
myéloides de type « Monaocytes-Derived Dendritic Cells (MoDC) »
présentant un potenfiel antiviral et régulateur « tolérogénigue » est
augrmentée au niveau du 1G des TS-HESN.

HYPOTHESE

Les populations de cellules MoDC observées au niveau du TG des femmes
HESN pourraient contribuer & induire un potentiel antiviral et réguler une
répanse immune dans le TG, Un phénatype différentiel au niveau des
populations de manocytes sanguins pourrait donc étre impliqué dans la
genération de ces MoDCs.

OBIJECTIFS

Pour les groupes de femmes bénincises HESN (n=12], TS+ VIH- ayant moins

de 2 ans de TS (n=12), TS+VIH+{n=12) et TS- VIH- [n=5) , nous allons :

1) Caractériser le compartiment des monocytes du sang circulant ; sous
populations classigues vs intermédiaires/non-classigues

2} Caractérisation du transcrigtome des meonocytes totaux

3] Caracteriser le profil inflammatoire des cytokines et chimiokines dans le
TG ct le sérum de la cohorte du Bénin,

METHODOLOGIE

+ Spécimens disponibles @ sanguins et génitaux ont &td prélevés sur
plusieurs visites et cryopréserves.

= Données soeciodémographigues, compertementales et clinigues ont éte

obtenues 3 partir de questionnaires et de prélevements génitaux

appropries.

Détermination des fréquences relatives de populations de monocytes,

ainsi que la détermination d'expression de margueurs extracellulaires et

intracellulzires ont été réalisées par cytométrie en flux sur des PEMC

totaux.

L'étude du transcriptome des monocytes totaux ayant &té triés, a été

réalisée par RNASeq (IRIC).

L'analyse du prefil inflammataire dans les sérums a été réalisée par

technologie Luminex (Multiplex)

CONCLUSION

+ Les résultats de FACS sur les monocytes permettent de déterminer des
proportions différentes de sous-populations, avec augmentation das non-
classiques chez les TS-HESN.

+ L'analyse du transcriptome des monocytes totaux par RNA-seg permet de
constater entre autre chez les TS-HESN, une augmentation des -
chimiokines qui compétitionnent avec le co-récepteur du VIH CCRS.

= Par multiplex, il est possible d'observer dans le sérum des TS-HESN une
une diminution significative  dIP-10, MIG, TNF-a, IFN-y et [L-12
comparativernent aux TS-VIH+.
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