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Résumé

Introduction : Aujourd’hui, 35,3 millions de personnes vivent avec le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH)-1 dans le monde ; I’ Afrique subsaharienne concentre 70%
des nouvelles infections et les femmes en représentent plus de la moitié. Le mode de
transmission du VIH le plus répandu est par voie mucosale génitale suite a des relations
sexuelles. Le tractus génital féminin (TGF) posséde un milieu immunitaire complexe qui doit
contrer 1’invasion par des pathogénes tout en maintenant la tolérance/contrdle de la flore
normale vaginale étant sous la pression de procréation sous influence des hormones sexuelles.
De plus, les mécanismes favorisant ou prévenant 1’infection du TGF par le VIH ne sont pas
précisément identifiés. Hypothese : Le contexte inflammatoire mucosal génital et la résultante
de dialogues intercellulaires tel qu’entre les cellules épithéliales génitales (CEG) et les cellules
dendritiques my¢loides (mDC), qui sont des premicres a rencontrer le virus aux portes
d’entrée mucosales, modulent I’activité¢ des lymphocytes qui est déterminante dans le type de

réponse immunitaire ¢élaborée par 1’hdote. Méthodologie : Des spécimens provenant d’une

cohorte de travailleuses du sexe (TS) recrutées a Cotonou au Bénin en Afrique subsaharienne
ont été analysés. Nous avons caractérisé le milieu mucosal génital féminin hautement exposé
au VIH de TS séronégatives (highly exposed seronegative;, HESN) en comparaison avec celui
de TS séropositives. Brievement, les liquides cervicaux-vaginaux ont été déterminés par des
techniques de multiplexes/Luminex ou par ELISA et le milieu cellulaire a été décrit suite a des
analyses de cytométrie en flux (phénotypage et tri cellulaire). Résultats : Nous avons observé
la présence augmentée d’un facteur soluble antiviral, immunomodulateur et antiprolifératif
sécrété dans le TGF des TS HESN qui est ’interféron (IFN)-a. La présence augmentée de
cette cytokine suggere 1’existence possible de connexions intercellulaires clés qui pourraient
mener a une régulation homéostatique du compartiment immunitaire génital permettant de
controler I’infection par le VIH-1. En étudiant I’expression de molécules impliquées dans les
voies de signalisation associées a la production d’IFN-o dans les CEG et les cellules
my¢loides du TGF, nous avons pu mettre en €vidence I’existence d’un microenvironnement
présentant un profil «tolérogénique/régulateur» dans le TGF des TS HESN. Conclusion : Nos
observations nous ont permis d’élucider certaines hypothéses sur un potentiel mécanisme

d’immunité naturelle protecteur chez les TS HESN. De plus, nous sommes des premiers a



décrire une population myéloide présentant des caractéristiques de DC «tolérogéniques» de
par leur expression d’interleukine (IL)-10, de human leukocyte antigen (HLA)-G et de
immunoglobulin-like transcript (ILT)-4 dans le TGF de TS HESN. Cette ¢tude aura des
implications majeures dans le développement de stratégies d’interventions préventives afin de
moduler des conditions inflammatoires préexistantes ainsi établissant une défense mucosale
rapide et durable contre le VIH-1.

Mots-clés : HESN, VIH-1, immunité mucosale génitale innée et adaptative,

microenvironnement tolérogénique/régulateur
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Abstract

Background: Today, 35.3 million people live with human immunodeficiency virus (HIV)-1;
and 70% of infections occur in sub-Saharan Africa, mostly through heterosexual intercourse
and mainly affect women. The female genital tract (FGT) has a complex immune milieu that
has to deal with invading pathogens while maintaining tolerance/control of the vagina
microflora and being under the influence of sex hormones. Also, mechanisms favouring or
preventing HIV infection of the FGT are not well identified. Hypothesis: The inflammatory
environment and the outcome of crosstalk between epithelial genital cells (EGC) and the
myeloid dendritic cells, which are of the first to encounter the virus at mucosal ports of entry,
modulate lymphocytes activities that will be determinant in the type of immune response
elaborated by the host. Methods: The samples obtained from women enrolled in a cohort of
commercial sex workers (CSW) in Cotonou, Benin in sub-Saharan Africa were analyzed. We
have characterized the female genital mucosal milieu of HIV-1 highly exposed seronegative
(HESN) CSWs and have compared it with that of HIV-1 infected CSWs. Briefly, cervico-
vaginal liquids were determined by multiplex/Luminex technologies or by ELISA and cells
were described following flow cytometry analysis (phenotyping and cell sorting). Results: Our
observations allow us to shed light on a potential natural immune protection mechanism in the
HESN CSWs group. We have identified high levels of the antiviral, immunomodulatory and
antiproliferative soluble cytokine interferon (IFN)-a in the FGT of the HESN CSWs group.
The high levels of IFN-a at this site suggested the possible existence of critical cell crosstalks
that would favour the control of the genital immune compartment in the restriction of HIV-1
infection. The study of molecules involved in IFN-a signaling pathways in the EGC and in
myeloid cells, show the presence of a «tolerogenic/regulatory»
microenvironment profile in the FGT of HESN CSWs. Furthermore, we have characterized
for the first time a population of myeloid cells presenting features of «tolerogenic DC» in the
FGT of HESN CSWs, and which express interleukin (IL)-10, human leukocyte antigen
(HLA)-G and immunoglobulin-like transcript (ILT)-4. Conclusion : This study will have
major impact on the development of preventive intervention strategies viewed to modulate
preexisting inflammatory conditions, and establishing mucosal defence that will be held

rapidly and will be long-lasting against the HIV-1 infection.
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Avant-propos

Un cas exceptionnel de dysfonctionnement du systéme immunitaire engendré par un
pathogéne est celui du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) causé par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH). L’infection par le VIH meéne a une perte graduelle des
compétences immunitaires (dérégulation, inflammation et activation chronique) permettant
des infections par des organismes opportunistes et/ou la création de tumeurs malignes rares
menant a la mort (1). Aujourd’hui, 35,3 millions de personnes vivent avec le VIH dans le
monde. Ceci représente une augmentation par rapport aux années antérieures qui s’explique
par un nombre croissant de gens infectés ayant acces a des thérapies antirétrovirales (ARV) ce
qui amene une baisse de mortalité causée par le SIDA (1,6 millions de morts par rapport a 2,3
millions en 2005). En 2012, il y a eu 2,3 millions de nouvelles infections représentant une
diminution de 33% depuis 2001 (2). Globalement, I’ Afrique subsaharienne concentre 70% des
nouvelles infections. Certaines initiatives sont prises dans le but de réduire les risques
d’infections comme par exemple, augmenter le nombre de gens a tester, le nombre de gens a
traiter, promouvoir la circoncision masculine volontaire, etc. Cependant, une diminution de
I’usage du préservatif, une diminution de 1’dge des premicres relations sexuelles et une
augmentation du nombre de partenaires sont des facteurs qui augmentent les risques
d’infections. L’ONUSIDA estime a 54% le nombre de gens en Afrique subsaharienne (2) qui
ignorent leur séropositivité comparé a environ 20% au Canada/Etats-Unis (3).

Le mode de transmission du VIH le plus répandu est par voie mucosale génitale suite a des
relations sexuelles (1/200 a 1/2000 relation a risque). En Afrique subsaharienne, plus de la
moiti¢ des nouvelles infections surviennent chez les femmes. Elles sont plus vulnérables di a
plusieurs facteurs par exemple, la maltraitance et la violence sexistes, le manque d’éducation,
les difficultés financieres, 1’acces limité aux médicaments, etc. Il y a de plus un fort taux de
travail du sexe en Afrique occidentale et la prévalence du VIH chez les travailleuses du sexe
(population vulnérable) est de 37%; ces femmes ayant environ quatorze fois plus de risques
d’infections que les femmes de la population générale (2). Seulement une faible proportion de
la population d’Afrique subsaharienne a accés aux ARV (2) et bien que ces traitements soient
de plus en plus efficaces, ils démontrent un niveau de toxicité élevé, exigent une adhérence

compléete et ne réussissent pas a éradiquer completement les réservoirs viraux.
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La venue de méthodes préventives (vaccins et/ou microbicides) fiables et efficaces est
incontournable dans la conquéte vers I’éradication du VIH. Afin de résoudre ce défi délicat,
complexe et d’importance capitale pour la santé publique mondiale, il est primordial d’étudier
et de comprendre les facteurs clés (immunologiques et génétiques) de 1’hdte restreignant ou
favorisant D’infection mucosale génitale par le VIH, ce qui favorisera 1’¢laboration de
stratégies préventives efficaces.

Le tractus génital féminin (TGF) posseéde un milieu immunitaire complexe qui doit composer
avec des facteurs tels que la tolérance/contrdle de la flore normale vaginale et la pression de
procréation sous influence des hormones sexuelles. Ces facteurs doivent étre pris en
considération afin de pouvoir mieux comprendre les réactions immunitaires du TGF envers un
envahisseur tel que le VIH-1. Aussi, le contexte inflammatoire environnant et la résultante de
dialogues intercellulaires impliquant des populations qui échantillonnent 1’espace luminale du
TGF, telles que les cellules épithéliales génitales (CEG) et les cellules dendritiques my¢loides
(mDC) orchestrant/modulant 1’activité et le recrutement des leucocytes sur le site seront
déterminants dans le type de réponse €élaborée par I’hote.

Dans le cadre de cette étude, nous avons eula chance de travailler avec des spécimens
provenant d’une cohorte de travailleuses du sexe (TS) recrutées a Cotonou au Bénin en
Afrique subsaharienne. Nous avons caractérisé le milieu mucosal génital féminin hautement
expos¢ au VIH de TS séronégatives (highly exposed seronegative; HESN) et I’avons comparé
avec celui de TS séropositives. La caractérisation complete du milieu mucosal génital de
femmes non TS de la population générale de Cotonou est a venir et sera aussi comparée aux
deux premiers groupes a 1’étude. Jusqu’a maintenant, nos observations nous ont permis
d’¢laborer certaines hypothéses prometteuses sur un mécanisme potentiel de protection chez
les TS négatives, qui sont un excellent modele naturel d’immunité mucosale génitale contre le
VIH-1.

A I’aide de cette cohorte, nous avons pu identifier la présence augmentée d’un facteur soluble
majeur sécrété dans le TGF des femmes HESN qui est ’interféron-alpha (IFN-a.). La présence
augmentée de cette cytokine antivirale, immunomodulatrice et antiproliférative de I’immunité
innée nous a mis sur la piste de I’existence possible de connexions intercellulaires clés qui
pourraient mener a une régulation homéostatique du compartiment immunitaire génital. Ce

maintien naturel de ’homéostasie du milieu génital pourrait étre un déterminant majeur du
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controle de I’infection par le VIH. Nous nous sommes donc intéressés a I’étude d’une voie de
signalisation menant a la production d’IFN-a dans les CEG et les mDC du TGF, ces cellules
étant les premieres a rencontrer le virus a la porte d’entrée mucosale vaginale. En étudiant les
parametres reliés au dialogue intercellulaire génital chez ces mémes femmes, nous avons aussi
observé I’existence d’un microenvironnement présentant un profil de type
«tolérogénique/régulateur» par la présence d’IL-10, de Auman leukocyte antigen (HLA)-G et
de immunoglobulin-like transcript (ILT)-4 dans une sous-population de mDC.

Cette ¢tude aura des implications majeures dans la mise au point d’interventions efficaces et
sera déterminante dans le développement de stratégies pour moduler des conditions
inflammatoires préexistantes, ainsi €tablissant une défense mucosale de premiere ligne, rapide
et durable contre le VIH-1.

Avant d’aborder le travail de recherche, le virus du VIH sera présenté sous les aspects de son
origine, de sa structure et de son cycle réplicatif, de sa pathogéneése, des traitements visant a
I’éradiquer, du profil des individus infectés, des différents types de progression de I’infection
et des modes de transmission. Par la suite, les facteurs de I’hote tels que I’anatomie, la
physiologie et I’immunité (innée, adaptative) du TGF et les facteurs génétiques seront traités.
Puis, seront évoqués les corrélats de protections établis, les avenues thérapeutiques et
préventives pour terminer avec les hypotheses et objectifs du projet de recherche. Les résultats
seront présentés sous forme d’articles et démontreront 1’existence d’un microenvironnement
antiviral efficace et a profil «tolérogénique/régulateur» possiblement initi¢ suite au dialogue
intercellulaire de premiere ligne dans le TGF des femmes TS HESN. Pour finir, nous
terminerons par une discussion de ces résultats, une conclusion et les perspectives d’études

reliées a ce projet de recherche.
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Revue de la littérature

1.1 Le virus du VIH

1.1.1 Les origines

La maladie connue aujourd’hui sous le nom de syndrome d’immunodéficience humaine
acquise (SIDA) a été rapportée par les Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
dans la littérature médicale pour la premiére fois aux Etats-Unis en 1981. Le VIH (virus de
I’immunodéficience humaine)-1 a été identifi¢ comme étant 1’agent étiologique du SIDA et
observé au microscope €lectronique pour la premicre fois en 1983 par 1’équipe de recherche
des docteurs Frangoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier, a ’Institut Pasteur de Paris, qui se
sont tous deux mérités le Prix Nobel de Médecine en 2008 (4). Trois ans plus tard, le VIH-2 a
été trouvé morphologiquement similaire mais antigéniquement distinct du VIH-1. Le VIH-2
est moins virulent et est endémique en Afrique de I’Ouest (5). Le VIH-1 est tres virulent et est
responsable de la pandémie mondiale (plus haut niveau épidémique en 1996-1997). Par la
suite, le virus de I’immunodéficience simienne (VIS) a ét¢ découvert dans différents primates
non-humains vivant en Afrique subsaharienne. Les singes de I’ancien monde (Singes verts
d’Afrique, Sooty Mangabeys, Mandrilles et Chimpanzés) et d’autres qui peuplent
essentiellement I'Afrique et I'Asie sont naturellement infectés par le VIS (infection non-
pathogénique), par opposition aux singes du Nouveau Monde (Macaques), que I'on trouve en
Amérique du Sud et en Amérique centrale qui sont infectés par le VIS et développent la
maladie du SIDA (infection pathogénique) (1). Etrangement, les VIS non-pathogéniques pour
leurs hotes naturels sont phylogénétiquement reliés avec le virus humain. Le VIH-1 tient son
origine du VIS du chimpanzé et du VIS du gorille retrouvés dans la forét équatoriale du
Cameroun (1, 6). Derniérement, une étude critique et convainquante sur les origines du VIH-1,
utilisant des approches statistiques appliquées a des données sur les séquences nucléotidiques
de souches de VIH-1 provenant de I’Afrique centrale, a démontré que les premieres
transmissions zoonotiques du VIS a I’ Homme (VIH-1) ont bien eu lieux au Cameroun en 1916
suite a des activités de chasse (7). Dans cette ¢tude, il est aussi révélé que le foyer des

premieres transmissions d’Homme a Homme ont eu lieux a Kinshasa (capitale de la



République Démocratique du Congo) en 1920 et que cette méme ville serait la source de la
pandémie virale survenue dans les pays africains voisins vers 1960 (période de 1’Indépendance
du Congo et de I’urbanisation). Suite a cette période de grands bouleversements, il y eut
¢tablissement de la pandémie au sein de groupes d’individus a hauts risques comme chez les
travailleuses du sexe (plusieurs partenanires sexuels, augmentation des infections
sexuellement transmissibles et injections intraveineuses non-stériles). Une combinaison de
circonstances durant une fenétre spatiale et socio-historique particuliecre a permis
I’établissement, la dissémination et la croissance épidémique de la pandémie par le VIH-1 du
groupe M (7).

Comme chez I’humain, quelques especes de macaques asiatiques ont développé le SIDA suite
a une infection par le VIS des Sootys Mangabey (hotes naturels) devenu le VISmac (8, 9).
Cette observation a démontré le potentiel pathogénique de souches virales aprés transmission
inter-especes. De plus, le VISmac est devenu un excellent modele expérimental par lequel les
facteurs de I’hote et viraux ont pu étre étudiés indépendamment (10).

Le VIH-2, pour sa part, proviendrait de la souche de VISsm de Cote d’Ivoire et aurait infecté
I’homme a partir de 1932 (5). Le VIH-1 fait preuve d’une grande variabilité génétique et est
classifié selon sa séquence nucléotidique en quatre grands groupes : M (major), O (outlier), N
(non M et non O) et P (représentant 0,06% des infections par le VIH-1 (11)). Le groupe M
prédomine et est responsable de 90% de la pandémie du SIDA. 1l existe aussi plusieurs sous-
groupes (clades) du groupe M: A-D, F, G, H, J et K et des formes recombinantes circulantes
(CRF). L’épidémie en Afrique subsaharienne est principalement causée par les clades C
(lequel serait originaire de Mbuji-Mayi vers 1960 (7)), A et CRF02 AG qui représente
environ 75% des nouvelles infections chaque jour. En Amérique du nord, en Europe et en
Australie, le clade B (lequel serait originaire du Kinshasa en 1944 et dissémin¢ a Haiti en 1964
lors du retour de travailleurs du Congo (7)) prédomine et a été le premier a étre identifié¢ en
1983 (1, 12).

Le VIH et le SIV doivent interagir avec un grand nombre de protéines de I’hote pour réussir a
se répliquer dans les cellules infectées (13). De ce fait, les primates (incluant les humains)
encodent un grand nombre de facteurs de restriction antiviraux (produits suite a 1’induction
des interférons (IFN) de type-I, faisant partie de la réponse immunitaire innée contre une

grande variété de pathogenes (14) (réf. section 1.1.3). Cette forte pression sélective de 1’hote a



forcé le VIH-1 a s’adapter, au cours du temps, pour survivre a ces facteurs de restriction
viraux. Le virus a di subir de multiples variations génétiques dans le but de pouvoir échapper
aux mécanismes immunitaires de 1’hote (1, 7, 12). Trois classes de facteurs de restriction ont
constitu¢ une barriere a la transmission inter especes du VIS et du VIH-1; ces facteurs étant
d’actualité pour contrer 1’infection par le VIH-1: 1- APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA
editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G), qui interfére avec la transcriptase inverse (15);
2- TRIMS5a (tripartite motif Sa protein), qui interfére avec le phénomene de décapsidation
(chez le singe) (16) et 3- tétherine (aussi nommé BST-2 et CD317) qui inhibe le
bourgeonnement et la relache des virions des cellules infectées (17). Cependant, pour contrer
les facteurs de restriction viraux, comme mécanismes d’évasion immunitaire, le VIH-1 utilise
sa protéine accessoire Vif pour dégrader APOBEC3G (18-20), ses protéines Vpu, Env et Nef
pour dégrader la tétherine (18, 20, 21) et TRIMSa n’est pas contrecarrée par une protéine
accessoire virale car cette protéine posséde une mutation chez ’humain qui la rend inactive
contre le VIH-1, elle sert plutdt de récepteur reconnaissant des patrons moléculaires conservés
(paterns recognition receptors; PRR). Par contre, il est a noter que chez 1’humain, certains
polymorphismes (single-nucleotide polymorphism; SNP) R332 et R335 dans le domaine
B.30.2 rendent TRIMS5a tres efficace pour restreindre 1’infection par le VIH (14, 16, 20, 22).
Par conséquent, il s’avére que ces mutations pourraient €tre utilisées en thérapie génique pour
le traitement de ’infection par le VIH (réf. section 1.1.3). D’ailleurs, vers 1960, 1’évolution
génétique du VIH-1 groupe M vers 1’acquisition du gene Vpu lui a permis d’€tre responsable
de la pandémie vs le VIH-1 groupe O qui, €tant susceptible au facteur de restriction viral
tétherine s’est trouvé confiné a une dissémination locale africaine (7).

Dans la population hautement exposée au VIH-1, il y a des individus ayant une susceptibilité
accrue ou ayant une capacité a controler I’infection, qui progressent rapidement ou lentement
vers la phase SIDA ou qui sont hautement exposés au virus mais qui ne deviennent pas
infectés (23-25). Des méta-analyses de cohortes infectées par le VIH-1 ont révélé la présence
de variants polymorphiques dans des loci affectant ’entrée virale, des processus critiques a la
réplication intracellulaire de lentivirions et aussi des réponses de 1’hote innées et spécialement

des réponses adaptatives spécifiques (26, 27). Plusieurs autres facteurs de restriction viraux,



mécanismes d’évasion immunitaires et variants polymorphiques de I’hdte limitant I’infection

par le VIH-1 existent et feront I’objet de chapitres ultérieurs.

1.1.2 L’¢épidémiologie du VIH a I’échelle mondiale

Globalement, on estime a 35,3 (32,2—38,8) million de personnes vivant avec le VIH, en 2012.
Ceci représente une augmentation par rapport aux années précédentes €tant donné que plus de
gens ont acces a des traitements ARV qui prolongent leur vie. Pour ce qui est des nouvelles
infections, elles sont estimées a 2,3 (1,9-2,7) million a travers le monde, montrant une baisse
de 33% par rapport a 2001. De plus, la mortalité attribuée au SIDA est en diminution avec 1,6
(1,4-1,9) million de morts en 2012 comparée a 2,3 (2,1-2,6) million en 2005 (2).

En 2012, la prévalence du SIDA, dans le monde, est évaluée a 0,8% en moyenne. La
prévalence pour I’Amérique du Nord est estimée a 0,1% comparée a celle pour 1’Afrique

subsaharienne qui est estimée a 4,7% (23% pour le Botswana) qui reste la région du monde la

plus dévastée par I’infection par le VIH (2) (réf. figure 1).
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Figure 1 : La prévalence de I’infection par le VIH (adultes de 15-49 ans) par région de
I’Organisation Mondiale de la Santé en 2013

Tiré de : World Health Organization : Health Statistics and Information System, 2013



1.1.3 L’organisation génomique et morphologique
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Figure 2 : A) Organisation génomique du VIH-1 et B) Morphologie d’un virus mature

Tiré de : Annual Review of Biochemistry, Vol. 67: 1-25, 1998 (28)

SU (protéine de surface ou gp120), TM (proté€ine transmembranaire ou gp41), MA (matrice ou
pl7), CA (capside ou p24), NC (nucléocapside ou p7), PR (protéase), IN (intégrase), RT



(transcriptase inverse), Vif (Viral infectivity factor), Vpr (Viral protein R), Nef (Negative
factor).

1.1.3.1 Organisation génomique du VIH-1

Le VIH-1 est un virus groupe VI a ARNsb (simple-brin) de la famille des retrovirideae du
genre lentivirideae (se caractérisant par une longue période d’incubation avec une évolution
lente de la maladie). Ce virus icosaédrique a un diametre moyen de 145 nm (29). Le génome
rétroviral est constitu¢ de deux copies d'ARN simple brin de polarit¢ inverse de 9181
nucléotides et posseéde neuf cadres de lecture ouverts (Open Reading Frames, ORFs). Trois de
ces cadres de lecture codent pour les polyprotéines Gag, Gag-Pol et Env, qui sont par la suite
clivées individuellement en protéines. Premierement, le précurseur Env (ou gp160) génere les
deux protéines qui forment I’enveloppe virale: la protéine de surface SU (ou la gpl120),
responsable de 1’attachement du virus aux récepteurs CD4 et CXCR4 ou CCRS5 de la cellule
hote, et la protéine transmembranaire TM (ou la gp41), responsable de 1’initiation de la fusion
de la membrane virale a la membrane cellulaire (30). Deuxieémement, outre la kinase p6 qui
intervient dans les interactions membranaires entre le virus et la cellule hote qui sont
importantes dans la formation d’un virus infectieux lors du bourgeonnement (31), le
précurseur de 55 kDa Gag (Pr559%), produit les protéines structurales de la matrice (MA ou
pl17) qui ont pour fonction principale de diriger I’assemblage viral a la membrane plasmique
(32). De plus, Gag produit la capside (CA ou p24) et de la nucléocapside (NC ou p7) qui ont
pour fonction de protéger les acides nucléiques viraux (33). Troisiemement, le clivage de la
polyprotéine Gag-Pol (Pr1609°¢™") génére la protéase (PR ou pl2) qui a une activité
catalytique critique dans les étapes de maturation et de bourgeonnement viral, I’intégrase (IN
ou p32), une enzyme nécessaire a I’insertion de I’ADN viral a I’ADN hote et la transcriptase
inverse (Reverse transcriptase, RT ou p66/p51) qui est responsable de la conversion de I’ARN
génomique viral en ADN double brin linéaire (33). Ces trois enzymes sont la cible principale
des traitements ARV, car elles sont spécifiques aux rétrovirus. D’autre part, les six autres
cadres de lecture produisent les protéines suivantes: Tat (Transactivator of transcription) et
Rev (Regulator of viral expression) qui assurent entre autre des fonctions de régulation
génique pré-transcriptionelle et post-transcriptionelle respectivement (34, 35), Vpu (Viral

protein U), responsable de I’assemblage viral et de contrer le facteur de 1’hote tétherine (17),



Vit (Viral infectivity factor), qui neutralise le facteur de 1’hote APOBEC3 (36), Vpr (Viral
protein R) et Nef (Negative factor) qui possedent un grand nombre de fonctions contre divers
facteurs antiviraux de 1’hote (37, 38). Les geénes tat et rev codent pour des protéines virales
régulatrices qui sont indispensables a la réplication virale. Par contre, les génes nef, vif, vpr et
vpu codent pour des protéines accessoires puisque leur expression n’est généralement pas
essentielle a la réplication du VIH-1 in vitro. Ces protéines auxiliaires demeurent toutefois
requises pour la réplication virale et la pathogenése in vivo. Notons que le VIH-2 et le VISmac

ne possedent pas le géne vpu mais le gene vpx (28, 34, 39-41) (réf. figure 2).

1.1.3.2 Morphologie du VIH-1 mature

Le VIH-1 est un virus enveloppé. Cette enveloppe est composée d’une bicouche lipidique qui
provient de la membrane plasmique de la cellule hote. A la surface des virions, on retrouve la
glycoprotéine gpl20 qui est attachée de facon non covalente a la protéine virale
transmembranaire gp41 formant des triméres (29). La bicouche lipidique contient aussi
plusieurs protéines d’origine cellulaire telles que 'ICAM-1, le LFA-1, le CD63, le CD55 et
I’HLA-DR (42). Sous la bicouche lipidique, on retrouve environ 2000 copies de la protéine de
la matrice. La capside de forme conique est située au centre du virus et est constituée
d’environ 2000 copies de la protéine p24. Elle englobe les deux brins d’ARN du génome viral
stabilisés par la présence de la nucléocapside. La protéine p6, les protéines IN, PR et RT de
méme que les protéines accessoires, Vpr, Vif et Nef, sont aussi retrouvées dans le virion, alors
que le Vpu, le Tat et le Rev ne le seraient pas (28). Outre les protéines virales, on retrouve
aussi dans la particule virale des molécules d’origine cellulaire dont ’actine, I’ARNt
synthétase, la cyclophiline A, le Tsg101, ’APOBEC3G et le HSP70 (Heat shock protein) (42,
43) (réf. figure 2).



1.1.4 Le cycle réplicatif
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Figure 3. Le cycle réplicatif du VIH-1

Tiré de : Alan Engelman & Peter Cherepanov Nature Reviews Microbiology 10, 279-290 (April 2012) (33)
1.1.4.1 L’entrée (attachement, fusion, décapsidation) du VIH-1 dans la cellule

1.1.4.1.1 La fusion

L’entrée classique du virus dans la cellule cible est caractérisée par I’adsorption de la particule
virale a la surface cellulaire. Tout d’abord, la glycoprotéine de surface du VIH-1, la gp120,
s’attache a la molécule CD4 de la cellule cible. La molécule CD4 est principalement présente
sur les lymphocytes T auxiliaires, thymocytes, les macrophages, les DC et les cellules
microgliales du cerveau (33, 44). Suite a cet attachement, la gpl120 et le récepteur CD4
subissent des changements conformationnels permettant a la gp 120 le recrutement d’un
corécepteur de surface se trouvant pres du CD4. Environ une dizaine de corécepteurs ont été

identifiés, mais les principaux sont le récepteur de chimiokines CC de type 5 (CCRY) (utilisés



en début d’infection) et le récepteur de chimiokines CXC de type 4 (CXCR4) (en phase
tardive de I’infection) (réf. figure 3) (45).

Ces changements de conformation séquentiels menent a terme a la dissociation de la gp120 de
la gp4l et provoquent I’exposition de ’ectodomaine de la gp41 au corécepteur, puis la
transition de la gp4l a sa forme fusogénique. La gp4l se replie sur elle-méme, attire
I’enveloppe virale vers la membrane cytoplasmique, puis la fusion des membranes cellulaire et
virale se produit grace a un peptide de fusion dans la gp41. La capside du VIH-1 pénétre dans
le cytoplasme de la cellule hote. La capside se désagrege, libérant les deux brins d’ARN et les
enzymes viraux (33, 46) (réf. figure 3).

Il est reconnu que les lymphocytes T CD4+ sont la cible privilégiée de I’infection a VIH-1.
Cependant, de nombreux autres types cellulaires, aussi bien hématopoiétiques que non
hématopoiétiques jouent un role crucial dans la pathogenese de ce rétrovirus et I’infection de

ces cellules ne suit pas toujours le mécanisme €tabli pour les cellules T CD4+ (47-54).

1.1.4.1.2 L’endocytose

L’endocytose, est un mécanisme d’entrée cellulaire par lequel un ligand lie spécifiquement un
récepteur exposé a la surface cellulaire. Ce complexe ligand-récepteur se retrouve internalisé
dans des vésicules primaires. Ce mécanisme d’entrée du VIH-1 est différent de celui de la
fusion qui nécessite la présence du récepteur cellulaire CD4. L’endocytose implique des
récepteurs cellulaires qui détectent la présence de matériel viral (récepteurs cytosoliques
versus récepteurs endosomaux) qui peuvent utiliser des voies différentes de signalisation
menant a I’induction des IFN-I (55) (réf. section 1.2.3.2). En effet, I’endocytose permet dans
certains types cellulaires : 1’entrée du virus menant a I’infection productive d’une cellule cible,
le transport trans-cellulaire (i.e. la transcytose) et/ou I’infection en trans d’une cellule cible
(56, 57).

On sait que dans les cellules déficientes en CD4 et/ou CCRS5/CXCR4, I’enveloppe virale se lie
a d’autres récepteurs exprimés a la surface cellulaire. On pense que ceux-ci pourraient pallier,
a divers degrés, I’absence des molécules requises pour I’entrée du virus et, ainsi permettre une
certaine infection. Les CEG par exemple, n’ayant pas le récepteur CD4, le virus du VIH-1 doit
alors utiliser un mécanisme non-conventionnel pour traverser [’épithélium génital.

Spécifiquement, les galactosylcéramides (Gal/Cer) (58), les molécules d’adhésion cellulaire



telles que ICAM-1 et LFA-1 (59, 60), les lectines de type C (DC-SIGN, DC-SIGNR), les
langérines, les récepteurs de mannose (47, 61-63), la gp 340 (exprimée sur les CEG) (64) et
les protéoglycannes (syndecan-1 et -2) (51) ont tous démontré la capacité a favoriser
I’attachement et/ou I’entrée du VIH-1 dans des cellules (épithéliales ou DC). De surcroit, a la

muqueuse intestinale, il a ét¢ démontré que la gpl120 de I’enveloppe du VIH-1 se lie a

I'intégrine a4B7 sur les cellules T CD4+. L’interaction gp120- a4B7 induit I’activation de
I’intégrine LFA-1 ; cette intégrine facilite la formation de la synapse virologique et donc la
trans-infection du VIH-1 (65-67). De plus, outre les interactions directes entre 1’enveloppe
virale et les récepteurs cellulaires, des molécules de I’hote acquises par le VIH-1 interagissent
avec leurs ligands présents a la surface d’une cellule cible, favorisant ainsi les étapes précoces
de son cycle réplicatif. De telles interactions ont des conséquences importantes sur le cycle
viral du VIH-1. A titre d’exemples, la présence de molécules de I’hote comme HLA-DR,
CMH classel et ICAM-I (CD54) a la surface du VIH-1 peut : réduire la neutralisation du VIH-
1 par des anticorps et sa destruction par le complément, induire une signalisation a la surface
d’une cellule cible, et augmenter la cinétique et I’efficacité d’entrée du VIH-1 a partir du CD4
et du corécepteur CXCR4 ou CCRS sur cette dite cellule (42).

A cette étape, le facteur de restriction TRIM5a agit en engageant une décapsidation hative
chez le singe. Chez ’humain, il agit comme PRR et induit I’activation de NFkB alors il n’est
pas contrecarré par une protéine accessoire virale. Il posséde cependant une mutation chez
I’humain qui le rend actif contre le VIH-1 (SNP R332Q dans le domaine B.30.2) et d’autres
membres de la méme famille semble aussi efficace comme TRIM 22 (réf. figure 3) (16, 20,

68).

1.1.4.2 La transcription inverse

Cette étape est spécifique aux rétrovirus. La transcriptase inverse, une ADN polymérase ARN-
dépendante associée a I’ARN viral dans la nucléocapside, parcourt I’ARN viral et le rétro-
transcrit en une molécule d’ADN simple brin (-). Pendant cette synthése, I’ARN matrice est
dégrad¢é par une activité ribonucléase H portée par la transcriptase inverse sauf pour deux
courtes séquences riches en purines appelées PPT (polypurine tracts). Ces PPT servent

d’amorces a la transcriptase inverse pour la synthese du second brin d’ADN (+).

10



Il a été décrit qu'une exonucléase cytoplasmique hote nommée TREX1 a la capacité de
favoriser la réplication du VIH-1 en aidant le virus a échapper a la réponse immunitaire innée
en digérant les transcrits produits par I’étape de rétrotranscription qui ne seront pas importés
dans le noyau de la cellules ; transcrits qui auraient autrement déclenchés la réponse innée et
stimulés la production des IFN-I (69).

L’ADN double-brin est maintenant formé et fait partie d’un complexe de pré-intégration
(PIC). 1l est a noté que la transcriptase inverse est dépourvue de mécanisme de réparation de
I’ADN formé alors elle est responsable de nombreuses erreurs qui ont lieu lors de la rétro-
transcription expliquant la trés grande variabilit¢ génétique du VIH-1. Cette forte
diversification des virus méne a la génération de quasi-espeéces, ce phénomene s’amplifie a
mesure que I’infection progresse (réf. figure 3).

Le PIC est composé de ’ADN viral, de I’intégrase et de deux séquences particulieres LTR
(long terminal repeat) a chaque extrémité et 1’intégrase. En 5’ le LTR est un promoteur
puissant de la transcription et en 3’ le LTR fournit le signal de coupure qui précéde la
polyadénylation. C’est aussi un promoteur potentiellement capable d’activer un gene cellulaire
a proximite (33, 70).

A cette étape, APOBEC 3 (mRNA editing enzyme), ciblée par Vif (dégradation par le
protéasome), est une cytidine déaminase qui mute un C (cytosine) pour un U (uracil) dans le
brin négatif de ’ADN complémentaire augmentant la probabilit¢é d’un STOP codon ou de
protéines non fonctionnelles. Si APOBEC3G n’est pas dégradée, cette enzyme de 1’hote est
intégrée dans le nouveau virion formé et bloque la réplication du VIH dans une nouvelle
cellule infectée (réf. figure 3) (19, 20, 71).

Le facteur SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) ciblé par Vpx de
VIH-2 (dégradation par le protéasome), n’est pas contrecarré¢ par le VIH-1 et se trouve plus
particuliérement dans des cellules my¢loides différenciées. Ce facteur de restriction inhibe la
transcription inverse, réduisant la concentration de dNTP (désoxyribonucléotides) dans ces
cellules qui en ont moins créant un milieu non favorable a la synthése de I’ADN virale. C’est
une raison pour laquelle les mDC ne sont pas infectables facilement par le VIH-1 (réf. figure

3) (40).
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1.1.4.3 L’intégration

Le PIC, formé aussi de protéines de I’hote, est transporté activement par les microtubules de la
cellule jusqu’au noyau. A la membrane du noyau, le PIC favorise le passage du double brin
linéaire d’ADN viral dans les pores du noyau ou l’intégrase virale, de concert avec une
protéine liée a la chromatine hote LEDGF (lens epithelium-derived growth factor), permet son
intégration dans une région transcriptionnellement active de ’ADN cellulaire. Les LTR
flanquent les extrémités de ’ADN viral linéaire et conduisent I’insertion de celui-ci dans
I’ADN de I’hdte permettant ainsi @ I’ADN proviral d’étre transcrit en ARNm en utilisant la
machinerie cellulaire de 1’hote. L’intégration dans le génome cellulaire permet au provirus de
rester latent dans certains types cellulaires lui permettant d’évader le systtme immunitaire de

I’héte (réf. figure 3) (33, 72).

1.1.4.4 La transcription, I’épissage et la traduction

La transcription provirale est induite par ’ARN polymérase II (RNA Pol II) cellulaire. La
formation d’une boucle en épingle a cheveux par le facteur TAR (transcription elongation
factor) a Dextrémité 5° du brin naissant d’ARN crée un site de liaison pour la protéine
régulatrice virale Tat qui recrute efficacement ’ARN polymérase 11 et le facteur P-TEFb

(positive transcription elongation factor b).

L’ARNm viral obtenu (introns et exons) passe par une série de modifications post-
transcriptionnelles avec la participation de Rev qui effectue 1’épissage alternatif. Différentes
tailles d’ARNm sont produits et les plus longs requierent la protéine d’exportation énergie-
dépendante CRM1 (chromosome region maintenance) de I’hote. La traduction a lieu dans le
cytoplasme cellulaire. Trois type d’ARN viraux sont exportés au cytoplasme: 1- I’ARN
génomique non-épissé génere les précurseurs Gag et Pol, 2- ’ARN partiellement épissé sera
traduit en Vif, Vpr et Env et 3- ’ARN ¢épissé totalement ou a plusieurs reprises sera traduit en
Tat, Rev et Vpu et Nef. Tat et Rev étant des protéines régulatrices primordiales pour le virus
sont exprimées trés tot dans le cycle réplicatif permettant 1’expression, dans un deuxiéme
temps, des autres protéines du VIH-1. Les protéines structurales du VIH-1 sont synthétisées en

tant que précurseurs polypeptidiques (réf. figure 3) (33, 41, 73).
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1.1.4.5 L’assemblage, le bourgeonnement et la libération des virions

Les polypeptides formés ne sont pas fonctionnels, ils doivent subir une maturation dans
I’appareil de Golgi. Les protéines de structure virales sont produites sous forme de
polyprécurseurs Gag (matrice, capside et nucléocapside). Les enzymes virales sont aussi
produites sous forme de polyprotéines appelées Gag-Pol (matrice, capside, nucléocapside,
réverse transcriptase, intégrase et protéase). Suite a la sortie du Golgi, les polyprotéines Gag et
Gag-Pol migrent a la membrane plasmique ou elles rejoignent les glycoprotéines virales
membranaires (gp 120 et gp41) qui, au préalable, ont subit une glycosylation avant de sortir du
Golgi (précurseur gpl160) et ont été clivées par une protéase cellulaire. Les domaines MA
(matrice) interagissent avec la membrane et les ARN génomiques viraux sont capturés par les
domaines NC (nucléocapside). Des interactions entre les domaines de Gag (les capsides)
permettent 1’assemblage d’une structure globulaire formant une particule virale par
bourgeonnement de la membrane cellulaire sur laquelle sont fixées les protéines virales de

surface la gp120 et la gp41.

Le bourgeonnement et la libération des particules virales sont médiés par les complexes
protéiques cellulaires ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) et sont
suivit de la maturation par les protéases virales pour créer une particule virale infectieuse (33,
41, 73). Chaque étape dans le cycle de réplication du VIH-1 est une cible potentielle

d’intervention antivirale.

A cette étape, le facteur de restriction tétherine (BST-2/CD317) inhibe I’étape du
bourgeonnement viral. Cependant, ce facteur de 1’hote est ciblé par Vpu, Env et Nef du VIH-
1, prévenant ainsi I’incorporation de BST-2 dans le virion en diminuant son expression et en

facilitant sa dégradation dans le protéasome (réf. figure 3) (21, 74).
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1.1.5 La pathogénése
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Figure 4. La pathogénése de 1’infection par le VIH

Tiré de : Zvi Grossman, Martin Meier-Schellersheim, William E Paul & Louis J Picker Nature Medicine 12,

289 - 295 (2006)

Il y a trois phases distinctes dans I’évolution de I’infection causée par le VIH-1 :

1) La phase aigug;

i1) La phase chronique (ou latente) et;

1i1) Le stade SIDA.

La figure 4 démontre les changements mucosaux et sanguins dans les nombres de cellules T
CDA4+ et dans la virémie durant I’infection par le VIH-1 en relation avec les changements des
niveaux relatifs de 1’activation immunitaire, de la capacité régénératrice et de la sélection des

cellules cibles.
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1.1.5.1 La phase aigué

Cette phase de I’infection (primo-infection, phase asymptomatique, séroconversion ou latence)
est caractérisée par une déplétion rapide des cellules T CD4+ CCR5+ mémoires mucosales
(75, 76). La muqueuse du tractus gastro-intestinal a été fort étudiée chez les humains infectés
par le VIH et chez les macaques infectés par le VIS (77, 78). Il s’avere que cette muqueuse, en
plus d’étre un site ou il y a déplétion massive des cellules T CD4+ causée par I’infection
virale, i1l y a aussi apoptose des entérocytes, bris des jonctions serrées ¢épithéliales,
augmentation de la perméabilité mucosale menant a une translocation de produits microbiens
(lipopolysaccharides  (LPS), peptidoglycannes, flagellines, lipoprotéines, acides
lipotéichoiques et autres) dans la circulation et fibrose des tissus lymphoides (79, 80). Il est
bien connu que des niveaux élevés en produits microbiens circulants sont fortement associés a
I’activation immune. Plusieurs récepteurs reconnaissants des patrons moléculaires conservés
(PRR) sont impliqués dans la reconnaissance de produits microbiens et ménent a la production
de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN-I et d’indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) par les
macrophages et les DC (81). La fibrose des tissus lymphoides est la conséquence d’une
activation immune locale (79) et de I'inflammation qui cause la formation de dépots de
collageéne a ces sites, ce qui empéche la restauration de ces tissus en cellules T CD4+ naives
(82).

L’activation immune en phase aiglie et chronique est le facteur principal qui cause les
dysfonctions immunitaires dans I’infection par le VIH-1 favorisant la réplication virale et la
déplétion graduelle et inévitable des cellules T CD4+ (83). L’activation immune implique les
systétmes immunitaires inné¢ et adaptatif et est donc entrainée par les cellules my¢loides
(monocytes, macrophages, cellules dendritiques (DC), granulocytes) et lymphoides (cellules
T, cellules B, cellules NK et autres) (84). Lors de I’inflammation intestinale en phase aigiie de
I’infection, la production de cytokines pro-inflammatoires, telle que 1I’IL-6, et de chimiokines
par les monocytes favorise le recrutement de neutrophiles qui sécretent a leur tour des
chimioattractants attirant des macrophages au site de I’inflammation ce qui exacerbe la
réponse inflammatoire (85). Les mDC présentes aux muqueuses et dans la circulation
sanguine sont impliquées dans le transfert du virus aux cellules T CD4+. Durant I’infection

aigilie, le nombre de mDC est diminuég, les cellules sont altérées et sont caractérisées par leur
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habileté a sécréter des hauts niveaux d’IL-12 ce qui attire les cellules T CD4+ au site de
I’infection (86). L’activation immune lymphoide a cette phase de ’infection est caractérisée
par la migration des lymphocytes T et B au site de I’infection, ’activation de ces cellules via
un environnement pro-inflammatoire, la prolifération et différenciation cellulaire jusqu’au bris
de I’homéostasie entrainant des dysfonctions immunes et la déplétion des cellules lymphoides
(87).

Il est a noter que dans la muqueuse du tractus gastro-intestinal ainsi que dans la muqueuse
génitale (cellules cervicales), les cellules T CD4+ exprime fortement le corécepteur CCRS et
une sous-population de ces cellules CCR5"¢" exprime aussi 1’intégrine oup, le récepteur de

high sont hautement

«homing» du tractus gastro-intestinal. Les cellules T CD4+ CCRS5 "#" a7
susceptibles a I’infection par le VIH-1 et sont alors des cibles idéales a I’établissement d’une
infection productive efficace a ce site de transmission mucosale. La gp120 lie I’intégrine ouf3;
ce qui initie I’activation de I’intégrine LFA-1 et cette derniére favorise la formation de
synapses virologiques et la dissémination du VIH-1 (65, 88).

En outre, la virémie augmente en phase exponentielle, le compte cellulaire T CD4+ sanguin
décline en début d’infection car les cellules migrent vers les tissus lymphoides et ensuite, le
compte cellulaire remonte a un niveau sous la normale. Cette phase est parfois symptomatique
et se manifeste par un état de lymphadénopathie généralisée. La primo-infection dure de une a
trois semaines et correspond a une multiplication virale intense. Le systeme immunitaire
devient hautement activé et sa capacité régénératrice demeure intacte (89). Les virus RS-
tropique, qui ont un tropisme particulicrement pour les corécepteurs CCRS, persistent
généralement tout au long de I’infection (45, 90). La réplication virale se stabilise a un niveau
viral de base coincidant, dans un premier temps, avec une expansion clonale de lymphocytes T
cytotoxiques (CTL), suivit par I’apparition des premiers anticorps IgG sériques 4 a 6 semaines
apres la primo-infection. Le virus entame alors un processus de mutations pour échapper aux
stratégies du systeme immunitaire qui réagit a ’infection. Les cellules CTL contrdlent
partiellement la réplication virale, permettant une restauration incompléte du compte T CD4+
sanguin (10). La réplication virale intense se poursuit pour atteindre tous les tissus
lymphoides. Ces événements surviennent tot dans 1’infection et ménent a 1’établissement de

réservoirs dans les nodules lymphatiques (le virus s’intégre au matériel génétique des cellules
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T CD4+ au repos et demeure latent) (89) (réf. figure 4).

De plus, des cette phase aigu€ de I’infection on peut constater une dérégulation au niveau du
compartiment des cellules B (91), incluant une activation polyclonale qui résulte en une
augmentation du niveau d’immunoglobulines polyclonales (hyperglobulinémie) et d’auto-
anticorps (92-94). Ces auto-anticorps sont dirigés principalement contre la cardiolipine, la
beta-2-Glycoprotéines 1, I’ADN, les petites ribonucléoprotéines nucléaires, la thyroglobuline,
la thyroide peroxidase, la myosine et 1’érythropoiétine. En effet, un bon nombre de maladies
autoimmunes se développent chez les patients infectés par le VIH suite a plusieurs
mécanismes reliés a 1’activation immune lymphoide aberrante (95). Cette dérégulation est
associée a une diminution des cellules B du sang périphérique. La progression de la maladie

serait associ¢e avec une diminution de la fréquence relative des cellules B mémoires et a une
expansion de la fréquence des cellules B CD101CD27 transitionnelles immatures, des cellules

B CD211°CD10 matures activées (96, 97) et des cellules B de premiéres lignes (98-100). Ces
conditions pourraient limiter 1’induction de réponses générant des anticorps neutralisants
efficace contre le VIH-1 (101). Cette dérégulation du compartiment des lymphocytes B évolue
vers des manifestations autoimmunes et des lymphomes. La charge virale a cette phase peut
atteindre des millions de copies d’ARN/mL de plasma et le compte de cellules T CD4+

sanguin est diminué de 50% (compar¢ au compte cellulaire avant 1’infection) (102).

1.1.5.2 La phase chronique

Cette phase, qui dure entre dix a quinze ans est généralement asymptomatique. Les mutations
engendrées suite a [’évasion virale s’accentuent, les CTL s’épuisent (changements
phénotypiques et fonctionnels apparaissent) et les autres cellules immunitaires deviennent de
plus en plus dérégulées; les organes lymphoides centraux ne permettent plus le
renouvellement immunitaire. L’activation immune continue d’augmenter progressivement. Le
nombre de cellules T CD4+ mucosales diminue, le compte T CD4+ sanguin continue de
baisser tranquillement et la virémie augmente. A ce stade, la capacité régénératrice se perd
graduellement jusqu’a la phase chronique tardive, le virus continue d’accroitre sa capacité
d’adaptation aux cellules T par mutations sélectives (90). De ce fait, 1’apparition de

I’immunodéficience s’accompagne, chez environ la moitié des patients infectés par le VIH-1
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de clade B, de I’émergence de virus capables d’utiliser le corécepteur CXCR4 exclusivement
(virus X4 tropique) ou CCRS et CXCR4 (virus R5X4 tropique). Le tropisme pour CXCR4
n’est toutefois pas nécessaire a I’immunodéficience (45). Les études de modeles animaux et
humains, démontrent que I’activation immune induite par le VIH-1 est un déterminant majeur
de la pathogénése de ce virus et a des causes multifactorielles.

Lors de I’établissement de la virémie qui devient persistante, les cellules de I’immunité innée
et adaptative deviennent activées soit par les protéines virales, soit par les produits de la
translocation microbienne provenant de I’intestin et de la muqueuse génitale, soit par les
réponses de I’hote qui se traduisent par une tempéte cytokinique pro-inflammatoire (TNF-a,
IFN-a, IL-1, IL-6, Blys/BAFF, etc.), comme mentionné dans la section précédente pour ce qui
est de la phase aigiie de 'infection (89). En plus des monocytes, macrophages et DC, les
neutrophiles jouent un réle important dans 1’activation immune myé€loide chronique. En
sécrétant de 1I’IL-12, des a-défensines et PD-L1 (ligand pour (programmed cell death-1) PD-
1) qui a comme conséquence une amplification des dysfonctionnements immunitaires, les
neutrophiles causent une activation lymphoide chronique suivie d’une suppression
lymphocytaire (87). Cet environnement inflammatoire chronique semble étre responsable de la
fibrose et de la perte structurale des organes lymphoides entrainant un dysfonctionnement
cellulaire général empéchant toute réponse immunitaire efficace et raffinée (103). Des
changements structuraux lymphoides s’operent. Des dépdts de collagéne remplacent le réseau
réticulaire fibroblastique produisant I’IL-7 (importante pour le «homing» et la survie des
cellules T CD4+ naives) empéchant la restauration des tissus lymphoides en cellules T CD4+
naives (104). La charge virale a cette phase est entre 11 000 et 50 000 copies d’ARN/mL de
plasma et le compte de cellules T CD4+ passe d’environ 700 a 200 cellules T CD4+/mm’ de
plasma (102) (réf. figure 4).

1.1.5.3 La phase SIDA

Les changements observés a la phase chronique s’accentuent, la capacité régénératrice est
détruite et le nombre de cellules T CD4+ mucosales est presque inexistant (90). Cette dernicre
phase est caractérisée par un nombre de lymphocytes T CD4+ inférieur 4 200/mm’ de plasma
et le syndrome d’immunodéficience apparait, se manifestant par des infections opportunistes

ou des tumeurs rares conduisant au déces (10, 90, 105-107). Cette section décrivait la
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séquence des évenements de la pathogénese chez un hote qualifié de progresseur classique.
Nous allons maintenant décrire d’autres profils de progression de I’infection par le VIH-1 (réf

figure 4).
1.1.6 Les types de patients (progresseurs)

1.1.6.1 Progresseurs rapides

Les progresseurs rapides favorisent une grande capacité de réplication virale «fitness», un
tropisme X4 privilégié, des réponses T CD8+ VIH-1 spécifiques et une activité de
neutralisation par les anticorps limités ou dysfonctionnels di a la dérégulation progressive du
compartiment B. Ils ont un taux de cellules T CD4+ inférieur 4 300/mm’ de plasma dans les
trois ans suivant leur diagnostique de séropositivité et progressent vers la phase SIDA dans les
quatre ans suivant leur primo-infection (108, 109). Dans ce cas, le traitement aux anti-

rétroviraux (ARV) doit débuter plus tot (avant la phase SIDA).

1.1.6.2 Non-progresseurs a long terme (LTNP)

Les non-progresseurs a long terme (moins de 5% des gens séropositifs) demeurent
cliniquement asymptomatiques pour plus de 10 ans ayant une séropositivité depuis au moins 8
ans. Ces gens ont un taux de cellules T CD4+ stable et supérieur 4 500/mm’ de plasma et ne
sont pas sous ARV. Aussi, leur charge virale est maintenue trés basse (moins de 10 000
copies/mL) mais elle est persistante (110, 111). Il est vrai que certains LTNP sont infectés
avec une souche virale ayant des protéines accessoires inefficaces. Toutefois, leurs méthodes
de contrdle sont plus précisément basées sur la génétique et ’'immunité de 1’hote. Des études
ont démontré que certains LTNP ont un avantage génétique unique qui est celui d’étre
hétérozygote pour un polymorphisme (délétion de 32 paires de bases) sur le gene du
corécepteur CCRS (CCR5A32) du VIH-1. Ils peuvent aussi présenter des mutations qui
augmentent la production de B-chimiokines («macrophage inflammatory protein-1 alphay;
MIP-1a et «macrophage inflammatory protein-1 betay; MIP-13) qui compétitionnent avec le
VIH-1 pour les corécepteurs CCRS5 et CXCR4 (112-114). Finalement, d’autres LTNP ont des
réponses immunitaires cellulaires et humorales efficaces, polyfonctionnelles et a large spectre.

Plusieurs portent aussi 1’allele HLA-B*57 qui favorise la présentation antigénique par les
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cellules T CD4+ infectées aux cellules T CD8+ cytotoxiques (113, 115). L’allele HLA-B*27 a
été associ¢é a des maladies rhumatoides comme la spondyloarthropathie inflammatoire.
Cependant, cet alléle joue un rdle protecteur dans la maladie du VIH et les patients portant
HLA-B*27 démontrent une réponse forte et spécifique contre la protéine p24 du VIH qui est
assez conserveée. Cet alléle est prédominante chez les patients LTNP (116). Pour ces raisons,

les LTNP sont un bon mode¢le d’étude de contrdle naturel de I’infection virale (102, 109, 113).

1.1.6.3 Elites contrdleurs (EC)

De rares patients LTNP (moins de 1%) infectés par le VIH-1 sont séropositifs sans ARV
depuis plus de 35 ans sans ne jamais développer la maladie du SIDA (117, 118). Ces patients
peuvent controler naturellement la réplication virale jusqu’a moins de 50 copies d’ARN
viral/mL de plasma et maintiennent un compte normal de lymphocytes CD4+T (109, 118). Les
EC ont un niveau d’activation immunitaire systémique et d’inflammation mucosale plus bas
que les individus infectés par le VIH mais un peu plus ¢élevé que les individus non infectés
(119, 120). Bien qu’il y ait évidence d’une tres faible persistance de réplication virale et
d’activation immune, une étude a démontré que les EC ont aussi des dommages structurels
fibrotiques dans leurs tissus lymphoides qui pourraient prévenir la restauration compléte des
fonctions immunitaires. Cette fibrose tissulaire est un processus cumulatif qui survient sur une
période prolongée. Cette étude stipule donc que le modele des EC n’est pas le meilleur dans
I’¢laboration de traitements contre le VIH (104). Ce phénotype «controleur» est associé a des
facteurs immunologiques et génétiques de 1’hote et a des facteurs génétiques viraux (118).
Comme chez les LTNP, les EC ont des réponses immunitaires cellulaires et humorales
efficaces, polyfonctionnelles et a large spectre (102, 121).

Il est a noter que contrairement au modele de singe résistant a I’infection, les EC controlent la
réplication virale et démontrent une forte réponse CD8+T contribuant a la non progression
vers la maladie du SIDA (122).

Des études effectuées dans notre laboratoire ont déterminé certaines caractéristiques propres
aux individus EC. En effet, les EC, contrairement aux progresseurs rapides et classiques, ont
un profil inflammatoire plasmatique trés bas dans lequel on remarque principalement des
niveaux normaux (comme chez les individus non-infect¢s) de BLyS (B Lymphocyte

Stimulator)/ BAFF (B-cell activating factor) ainsi que la préservation du compartiment DC et
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B. De plus, des ¢léments de translocation microbienne sont indétectables suggérant que les EC
peuvent maintenir un certain degré d’intégrit¢ immunitaire. Ces études ont aussi démontré
que, autant les controleurs virémiques (LTNP) que les avirémiques (EC) ont des fréquences
relatives diminuées de cellules B de premieres lignes «MZ-like» matures dans leur
compartiment cellulaire B comparé aux progresseurs rapides et classiques et méme aux
individus non-infectés. Ceci suggere que la capacité de recruter cette population vers la
périphérie pourrait €tre favorable au contrdle de la progression de la maladie (100). De plus,
les EC démontre une capacité de réguler leur expression d’IL-10, ce qui pourrait contribuer au
maintien de ’homéostasie immunitaire associée au contrdle viral.

En outre, il a été constaté que les cellules B «MZ-like» chez les EC expriment la
lymphotoxine (LT)-o, maintenant des niveaux efficaces de CXCL13 (B [ymphocyte
chemoattractant) qui pourrait aussi participer a ’homéostasie lymphoide (98). Finalement, nos
é¢tudes démontrent I’importance des cellules B de premicres lignes dans le contréle de

I’infection par le VIH-1 (123, 124).

1.1.6.4 Hautement exposés séronégatifs (HESN)

Chez de rares personnes hautement exposées au VIH-1, certains individus demeurent
cliniquement non infectés. Ces gens ont été identifiés dans quelques cohortes de couples
sérodiscordants (125), de travailleuses du sexe (TS) (126-129) et enfants nés de femmes
infectées par le VIH-1 (130). Suite a I’étude de ces quelques personnes représentant un modele
de protection naturelle contre I’infection par le VIH-1 (réf. section 1.2.6), des facteurs de
résistance ont été ciblés et méme, des corrélats de protection ont été établis. Par exemple, des
individus (10% de la population caucasienne) homozygotes pour la mutation CCR5A32 ont
été identifiés comme étant résistants a I’infection (112). Les corrélats de protection

immunologiques et génétiques chez les HESN seront énoncés en détails plus loin.

1.1.6.5 Primates non humains : Hotes naturels du VIS

De multiples données ¢élaborées sur la pathogénése de 1’infection par le VIH et les mécanismes
d’entrée, par voie mucosale, de ce virus dans la cellule héte viennent de 1’étude du modele
singe pathogénique, sensible a 1’infection ou non (hote naturel) (131-133). Plusieurs especes

africaines de primates non humains, comme les singes verts d’Afrique, les Sooty Mangabeys,
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les Mandrilles et les Chimpanzés sont infectées naturellement par le VIS et contrairement au
modele sensible a I’infection (macaques rhésus d’Asie et humains infectés par le VIH-1 et le
VIH-2), les hotes naturels ne développent pas le SIDA bien qu’ils aient une grande charge
virale plasmatique. Cette observation démontre que les especes résistantes a I’infection ont
développées des mécanismes pour contrdler I’infection par le virus pour ne pas développer la
maladie (134). Ce modele préserve les cellules T CD4+ sanguines, 1’intégrité mucosale
(absence de translocation microbienne) et ne démontre pas d’activation immune chronique
(133-135). Les lymphocytes T CD4+ isolés de sang périphérique, de nodules lymphatiques et
de tissu mucosal de ces individus expriment un trés faible niveau du corécepteur CCRS (133).
L’hote naturel du VIS restaure les cellules CD4+T mucosales suite a la phase aigué de
I’infection (136, 137), supporte un niveau de réplication virale €levée et tolere la destruction
chronique des cellules T CD4+ effectrices activées tout en préservant 1’homeéostasie des
cellules T CD4+ naives et mémoires du compartiment systémique les protégeant de 1’effet
directe de la réplication virale. La capacité a maintenir un niveau d’expression CCRS5 tres
faible (comparé a I’humain), pourrait aussi prévenir la migration de cellules T CD4+ activées
aux tissus enflammeés et particuliecrement aux muqueuses restreignant le nombre de cellules
cibles a étre infectées par le VIS et I’inflammation aux muqueuses (136). En effet, I’infection
par le VIS, dans le mode¢le résistant a I’infection, révele aussi une forte réponse immunitaire
innée et adaptative avec une production d’IFN de type 1, une activation et prolifération des

cellules T CD4+ et une production de cytokines pro-inflammatoires.

Cependant, cette réponse immunitaire est résolue quelques semaines apres la primo-infection.
L’absence d’activation immune chronique, I’expression réduite de CCRS et la faible
production d’IFN-o. en phase chronique de I’infection, méme apres stimulation de TLR7/9,
sont des différences marquées entre le modele d’infection résistant et celui de 1’infection par le
VIH-1 chez I’homme. Quelques études expliquent la faible activation immune chronique par
une modulation/suppression active des réponses immunitaires innées et adaptatives contre le
virus. Certaines €tudes génétiques expliquent ce phénomene par une modulation a la baisse
des geénes stimulés par les IFN-I (ISG) et des défensines sécrétés par les cellules myéloides de

I’immunité innée, cependant ces mécanismes restent a étre €lucidés (131, 138-140).
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Les informations obtenues suite a ces ¢tudes a 1’aide du modele de singes résistants a
I’infection sont primordiales et d’une importance capitale dans 1’identification de cibles

thérapeutiques pour 1’¢laboration de méthodes préventives futures.

Pour sa part, le modele de singe macaque sensible a I’infection a permis de mieux comprendre
les évenements qui surviennent tres tot dans la transmission mucosale du VIH-1; ces étapes

seront développées dans une prochaine section.

1.1.7 Les traitements

Le développement des ARV a significativement réduit la morbidité et la mortalité reliée au
VIH-1 en diminuant la virémie plasmatique et augmentant le compte cellulaire T CD4+.
Cependant, une restauration immune incompléte et une inflammation chronique persistent a
degrés variés dans bon nombre d’individus infectés par le VIH-1 (89). Il s’avere que de 15% a
30% des patients traités avec un ARV depuis un certain temps, ne démontrent aucune
augmentation dans leur nombre de cellules T CD4+. Ces sujets sont définis comme étant non-
répondants immunologiques «immunological nonresponders», ces patients ayant un risque
accru pour la progression de la maladie et la mort suite a des infections opportunistes et a des
cancers (141). L’initiation d’un traitement hatif aurait peut-€tre été bénéfique pour cette
catégorie de patients.

La période optimale pour initier un traitement ARV chez les gens infectés par le VIH-1 est en
cours d’évaluation. Un nombre important d’études a lieu dans le but de résoudre cette
question. En 2006, I’Organisation Mondial sur la Santé¢ recommandait de commencer une
thérapie ARV, pour les adultes et les adolescents ayant un compte cellulaire T CD4+ entre 200
et 350 cellules par mm® de plasma. Il en était de méme pour les patients ayant en plus la
tuberculose et pour les patientes enceintes (142). Aujourd’hui, de nouvelles données
concernant les réponses cliniques, immunologiques et virologiques de patients infectés par le
VIH-1 révélent une efficacité accrue si le traitement ARV est initi¢ dés un compte cellulaire
entre 350 et 499 cellules T CD4+ par mm’ de plasma. Il en est de méme pour les patients
tuberculeux, étant atteints de 1’hépatite B démontrant une évidence de maladie hépatique
chronique, les partenaires infectés faisant partie d’un couple séro-discordant et les patientes

enceintes ou qui allaitent (143).
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Actuellement, plusieurs molécules peuvent bloquer completement le cycle de réplication du
VIH-1 et ce, a différents stades du cycle. 1987 fut ’année de ’arrivée du premier ARV sur le
marché; soit un inhibiteur de la transcriptase inverse. Le premier médicament fut un analogue
nucléoside comme la zidovudine (AZT). L’efficacité de ces médicaments était limitée car le
fait de bloquer la rétrotranscriptase n’empéche pas la production virale établie. Toutefois, les
virions libérés ne sont pas infectieux et les cycles de réplication suivant sont empéchés (144).
Il y a un seul virus fondateur de I’infection et sa grande variabilité due aux erreurs spontanées
de rétrotranscription et de la pression sélective engendrée par le systeme immunitaire et/ou les
ARV, la résistance envers le systtme immunitaire et/ou ARV est inévitable. Certaines
mutations meénent a une diminution de I’efficacité de réplication «fitness» virale ou de
I’infectivité, dans ce cas, les virus seront éliminés. A I’opposé, certaines mutations ménent a
une résistance virale accrue, dans ce cas, le traitement doit étre modifi€¢ en conséquence, c’est-
a-dire que de nouvelles molécules inhibitrices devront étre utilisées pour contrer de nouvelles
cibles virales (145-150).

Il y a cinq classes de médicaments qui sont normalement utilisés en combinaison pour traiter
I’infection par le VIH. L’utilisation de ces médicaments en combinaison peut étre nommeée :
thérapie anti-rétrovirale, thérapie anti-rétrovirale combinatoire ou thérapie anti-rétrovirale
hautement active (highly active antiretroviral treatement, HAART). Ces médicaments sont
classifiés selon la phase, dans le cycle de vie du VIH-1, qui est inhibée par le médicament. La
combinaison typique inclus deux inhibiteurs de réverse transcriptase nucléosidiques avec un
inhibiteurs de reverse transcriptase non-nucléosidique ou un inhibiteur de protéase ou un
inhibiteur d’intégrase (151).

Les inhibiteurs de réverse transcriptase nucléosidiques inclus: Zidovudine, Abacavir,
Lamivudine, Emtricitabine et Tenofovir. Ils agissent comme compétiteurs pour un substrat et
leur molécule cible est la réverse transcriptase, enzyme qui rétrotranscrit I’ARN viral en ADN
double brins (152).

Les inhibiteurs de réverse transcriptase non-nucléosidiques inhibent la réverse transcriptase en

se liant 4 un site allostérique (site actif) de I’enzyme. Ils inclus : Nevirapine, Efavirenz (1°°

génération) et Etravirine, Rilpivirine (2°™ génération) (152).

Les inhibiteurs d’intégrase inhibent 1’enzyme intégrase qui est responsable d’intégrer I’ADN
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viral a I’ADN cellulaire. Ils inclus : Raltegravir, Elvitegravir et Dolutegravir qui agissent
comme compétiteurs de substrat (153).

Les inhibiteurs de protéase bloquent cette enzyme virale qui est nécessaire pour produire des
virions matures lors du bourgeonnement de la membrane cellulaire de I’hote. Ce médicament
prévient le clivage des précurseurs gag et gag/pol et rendent le virions non infectieux (154).
Cette catégorie de médicaments inclue: Lopinavir, Indinavir, Nelfinavir, Amprénavir,
Ritonavir, Darunavir et Atazanavir (151).

Les thérapies combinatoires évitent ou retardent I’évolution de I’infection vers la phase SIDA.
Ces thérapies restreignent les niveaux de réplication du virus au plus bas possible (pres de la
limite de détection de 50 copies d’ARN/mL de plasma), restaurent le compte lymphocytaire T
CDA4+ sanguin (cependant de maniere incomplete dans le compartiment mucosal), empéchent
I’activation immune systémique et bloquent le virus a plusieurs étapes de son cycle réplicatif
simultanément (155). Méme si HAART prévient la progression vers la phase SIDA et diminue
les risques de transmission du VIH-1, cette thérapie est inefficace pour éradiquer les réservoirs
viraux ¢tablis dans les cellules T CD4+ CD45RO mémoires anergiques des organes
lymphoides (156). Aussi, dans plusieurs cas, ’arrét de HAART meéne a une multiplication
virale trés rapide alors les patients sont voués a étre traités durant toute leur vie.

Cependant, certains patients sont capables de controler leurs charges virales de facon efficace
suite a 'interruption du traitement. Ces patients avaient commencé le traitement dans les 10
semaines suivant I’infection (trés tot) et ’ont suivi pendant au moins 12 mois avant de
I’interrompre (157). Ces derniers facteurs négatifs jumelés a un colit énorme et a une toxicité
considérable, ont poussé les chercheurs a investiguer sur de nouvelles avenues thérapeutiques.
De nouvelles molécules ont été découvertes telles que : des inhibiteurs d’entrée virale par la
gp120 (attachement) ou la gp41 (fusion) et des inhibiteurs d’intégrase (158-163).

Des stratégies pour réactiver et nettoyer les réservoirs viraux (inhibiteurs d’histone
déacétylases) sont aujourd’hui a 1’étude alors ils ne font pas partie des thérapies actuelles. Les
histone déacétylases font partie d’une famille de protéines associées a la chromatine qui
régulent 1’acétylation des histones et 1’acces de I’ADN aux facteurs de transcription.
L’inhibition des histone déacétylases est suffisante pour réactiver le VIH latent in-vitro.
L’activation de la transcription du VIH-1 pourrait mener a I’expression virale, a la mort du

virus ou de la cellules hote et finalement a I’éradication des cellules infectées (164).
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Toutefois, étant donné I’existence de toutes les embuches thérapeutiques, la recherche sur les
déterminants génétiques de 1’hdte, les réponses immunitaires innées et adaptatives et sur les
facteurs de restriction associés avec la progression de I’infection par VIH-1 dans le
développement de stratégies préventives est obligatoire et d’une importance capitale dans la

lutte pour 1’éradication du VIH-1 (89).

1.1.8 Les modes de transmission

Le VIH-1 est transmis par voies mucosales (transmission hétérosexuelle et homosexuelle)
suite a des relations sexuelles, par expositions mere-enfant et par inoculations percutanées. La
transmission mere-enfant peut se produire durant la grossesse (in utero) (165), a
I’accouchement (intrapartum) ou lors de D’allaitement (postpartum) (166). L’utilisation
d’ARV durant la grossesse, 1’accouchement, la pratique de césarienne, 1’évitement de
’allaitement et la prophylaxie néonatale ont permis de diminuer le taux de transmission de 14-
42% a 1-2% (167). Pour sa part, la transmission percutanée ou parentérale (intraveineuse) se
produit majoritairement chez les utilisateurs de drogues injectables (UDI), représentant
environ 10% des nouvelles infections aux VIH-1 (2). Une minorité des infections percutanées
sont causées soit par transfusions sanguines contaminées, soit par injection accidentelle du
virus (168). De plus, I’évolution de I’infection de la phase aigué vers la phase chronique est
identique dans les contextes de transmission parentérale et de transmission par voie mucosale
(169). Le sujet de la transmission par voie mucosale sera maintenant abordé d’une maniére
plus compléte.

Pour des raisons encore incomprises, les virus R5 tropique sont plus facilement disséminés par
toutes les voies de transmission. La transmission est suivie de 1’apparition de marqueurs
d’infection virale chez 1’hote. A la phase aigué de I’infection, le VIH-1 se réplique
exponentiellement et se diversifie, ce qui rend difficile I’identification moléculaire du virus
fondateur de I’infection. Des études utilisant un modéle d’explant tissulaire provenant de
cellules primaires cervico-vaginales et des modeles animaux de la transmission du VIS, du
VIHC (virus de ’immunodéficience humaine chimérique) et du VIH-1 ont pu élucider les
mécanismes fondamentaux de transmission du VIH-1 (170).

La transmission hétérosexuelle (homme a femme) est responsable de pres de 70% des

nouvelles infections par le VIH-1 a travers le monde avec une probabilité de transmission par

26



acte coital de 1/200 a 1/2000 (50). Les liquides génitaux (séminaux et cervico-vaginaux) sont
des vecteurs importants dans la transmission sexuelle du VIH-1 et le risque de transmission
augmente avec la quantité d’ARN du VIH-1 présent dans ces liquides (171). Une charge virale
plasmatique indétectable (< 50 copies ARN/mL de plasma) n’est pas nécessairement
prédictive d’une charge virale génitale indétectable. De 5% a 25% de ces individus peuvent
démontrer une charge virale génitale détectable (172). Aussi, notons que les sécrétions rectales
contiennent les niveaux les plus €levés en VIH-1 comparé au plasma et aux liquides vaginaux
et séminaux (173). Toutefois, il faut prendre en considération que les études menées sur les
charges virales de ces liquides sont limitées et parfois contradictoires.

Il est cependant a noter que des cofacteurs de risque confondants comme la préexistence
d’infections sexuellement transmises (IST) (inflammation et Iésions), de vaginoses
bactériennes, la circoncision chez les hommes (diminution du risque de transmission de 60%
(174-176)). Par exemple, il est établie que I’infection par le virus de I’Herpés Simplex-2
(HSV-2), qui est un virus commun dans la population, latent, persistent et menant a la
formation d’ulceres génitaux (inflammation et 1ésions de la muqueuse), augmente le risque
d’infection par le VIH-1. L’infection par le HSV-2 favorise la réplication, augmente la charge
virale, accélere la progression de la maladie et la transmission du VIH-1 (177, 178). Aussi, le
stade d’évolution de I’infection (le risque de transmission en phase aigué est plus élevé qu’en
phase chronique (179, 180)) suggere qu’il est préférable d’évaluer la derniére probabilité a un
niveau plus faible. Il faut aussi souligner que la transmission pénis-vagin a été raportée a une
fréquence aussi €levée que 1 exposition/10 et que la fréquence de transmission pénis-anus était
de I’ordre de 1 exposition/3 dépendamment des cofacteurs de risque (179).

Les facteurs socio-économiques peuvent aussi influencer la transmission du VIH-1; les
comportements, moeurs sexuels ainsi que la prévalence du VIH-1 dans le pays dans lequel on
se trouve (pays développé ou en voie de développement) (2, 179, 181-184).

L’infection par un seul virus fondateur dans la majorité¢ des individus démontre 1’importance
du phénomene de goulot génétique a la transmission (185). Aussi, des analyses génétiques
réalisées avec le VIH-1 de clade B ont suggéré une observation universelle; I’infection
mucosale par le VIH-1, origine la plupart du temps d’une seule unité infectieuse, un virus

fondateur de I’infection (186).
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La charge virale (inoculum) du partenaire infect¢ joue un réle majeur dans I’évaluation du
risque encouru par I’individu non-infecté. Plus la charge virale du partenaire est élevée, plus il
y a de risques de transmission du VIH-1. Méme si la charge virale génitale ne corréle pas avec
la charge virale plasmatique, il a été remarqué que les partenaires ayant une charge virale
plasmatique a moins de 1000 copies d’ARN/mL transmettent rarement le virus a leurs
partenaires non-infectés (45, 187-189). La prise d’ARV par le partenaire séropositif peu

réduire de 96% le risque de transmission (190).

1.2 L’hote

1.2.1 L’Anatomie et la physiologie du systéme génital féminin

propria

Squamous epithelium
(type Il epithelium)

Figure 5. Epithélium du tractus génital féminin

Tiré de : Akiko Iwasaki Nat Rev Immunol. Oct 2010; 10(10): 699-711
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1.2.1.1 Le tractus génital féminin

Le systeme reproducteur féminin doit produire des gametes, se préparer a soutenir le
développement d’un embryon mais aussi il doit se défendre contre une panoplie de
microorganismes pathogenes pendant qu’il doit tolérer la microflore vaginale. Le tractus
génital supérieur regroupe les trompes utérines, 1’utérus et 1’endocol. La muqueuse du canal
du col utérin contient les glandes utérines qui sécretent un mucus qui remplit le canal du col
utérin. Ce mucus empéche les bactéries, virus et les spermatozoides présents dans le vagin de
se rendre jusqu’a l'utérus (sauf pour ce qui est des spermatozoides en milieu de cycle
menstruel ou sa consistance est moins visqueuse). La tunique muqueuse de la cavité utérine,
I’endomeétre, est composée d’un épithélium simple prismatique uni a €pais stroma (muqueuse

de type I) et celle-ci s’étend jusqu’a la zone de transformation (réf. figure 5).

Le tractus génital inférieur regroupe 1’ectocol et le vagin. La muqueuse de ce compartiment est
composée d’un épithélium stratifié squameux non kératinis¢ (muqueuse de type 1) capable de
supporter la friction. Les cellules épithéliales de la muqueuse vaginale sécreétent du glycogene
que les bactéries de la flore vaginale normale transforment en acide lactique. Cette acidité
protege le vagin contre les infections. La zone de transformation est celle dans laquelle il y a
transition entre 1’endocol (épithélium simple) et I’ectocol (épitélium stratifi¢) (191, 192) et
cette zone semble €tre un site privilégié mais non exclusif d’entrée et de réplication du VIH-1

(193) (réf. figure 5).

Une stérilit¢é microbienne relative est observée dans l'utérus et les trompes utérines. En
revanche, une flore commensale vaginale dynamique, composée par exemple de Lactobacillus
crispatus, est retrouvée dans le tractus génital inférieur, celle-ci étant sous contréle hormonal

(194).

1.2.1.2 Le tissu lymphoide associé aux muqueuses génitales

Les surfaces muqueuses du corps sont protégées par un systéme interconnecté¢ de tissus
lymphoides appelé le MALT (mucosa-associated lymphoid tissue). Ce systétme contient un
nombre de leucocytes/lymphocytes (T, B, plasmocytes et macrophages) supérieur au reste du
corps et il a une organisation en structures cellulaires spécialisées (organes lymphoides

secondaires et nodules lymphatiques) tout au long de la surface mucosale. Les cellules
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composant le MALT sont stratégiquement situées pour rencontrer les antigénes qui traversent
la muqueuse (195). Le TGF contient une structure lymphoide dans la paroi utérine, un agrégat
lymphoide composé d’un centre de cellules B et T CD8+ entouré par des macrophages (196).
Le TGF contient plusieurs éléments de I’'immunité mucosale innée et adaptative. Les cellules
immunitaires le composant sont distribuées et sont en nombre varié¢ a différents sites tout au

long du TGF (192, 197, 198).

La majorité des composantes lymphocytaires du TGF sont des cellules NK et des lymphocytes
T. Les cellules T CD3+ sont présentes dans tout le tractus. Les cellules T CD4+ et T CD8+
sont dispersées dans le stroma du tractus génital inférieur tandis qu’elles sont organisées en
agrégats lymphoides dans la muqueuse utérine, comme mentionné précédemment (196, 199).
Les granulocytes présents sont majoritairement dans les trompes utérines. Finalement,
relativement aux lymphocytes T, un plus petit nombre de monocytes et de lymphocytes B est
retrouvé dispersé¢ dans le tractus génital (196). Les macrophages, lymphocytes T CD4+ et
CD8+ sont prévalent a la zone de transformation et les lymphocytes intraépithéliaux de cette
zone démontrent une prédominance dans I’expression du récepteur CD8+ (200).

Dans le TGF, les cellules immunitaires my¢loides et lymphoides expriment des récepteurs de
patrons moléculaires conservés (pattern recognition receptors; PRR) de surface et
cytosolique, comme les récepteurs Toll-like (TLR) qui sont les plus étudiés. Les TLR 2 et 4
reconnaissant des patrons moléculaires bactériens (de surface) sont hautement exprimés dans
le tractus génital supérieur comparé au tractus génital inférieur. Les TLR 7, 8 et 9
reconnaissant des ARNsb (TLR7/8) et des ADN CpG (TLR9) (endosomaux) sont exprimeés a

un niveau similaire le long du tractus (201).

De surcroit, en plus de fournir une barriere physique protectrice au tractus génital, les cellules
épithéliales génitales (CEG) formant la muqueuse sont immunologiquement tres actives. Elles
sont d’ailleurs initiatrices des réponses immunitaires innées et adaptatives en réagissant aux

stimuli par la sécrétion de cytokines et chimiokines (202, 203).

La protection du TGF est assurée par I’immunité innée et adaptative (204). Les effecteurs de la
réponse non-spécifique sont les CEG, monocytes, macrophages, granulocytes (neutrophiles,
eosinophiles et basophiles), DC (mDC et pDC (cellules dendritiques plasmacytoides qui sont

les principales sécrétrices rapides d’IFN-a)) et les cellules NK qui conférent une protection

30



via la sécrétion de cytokines et de chimiokines recrutant et activant des cellules immunitaires

(205).

Les défenses innées de I’hdte, particulierement dans le tractus génital inférieur, sont
orchestrées par : la flore vaginale normale (206, 207) de concert avec le mucus, une myriade
de facteurs solubles (peptides antimicrobiens, défensines, €lafine, inhibiteurs de protéases
(SLPI), lectines liant le mannose, facteurs du compléments et oxide nitrique), les composantes
associées aux membranes cellulaires tels que les PRR se retrouvant dans le fluide cervico-
vaginal et les cellules phagocytaires (206, 208-210). Tous ces facteurs solubles contribuent a

la défense du TGF contre des pathogenes.
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1.2.2 Les hormones du cycle menstruel et le VIH-1
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Figure 6. Le cycle menstruel et I'immunité mucosale modifié

Tiré de : Mucosal Immunology (2013) 6, 859-875, Modifié¢

Le TGF est la porte d’entrée principale du VIH-1 mais les mécanismes responsables de la
transmission mucosale ne sont pas encore bien connus chez la femme ; la plupart des
connaissances a ce sujet viennent d’études de modeles simiens (107, 211) ou du tractus gastro-
intestinal (105). L environnement du TGF doit étre évalué dans le contexte de sa fonction
primaire ; la reproduction.

Le systeme immunitaire est régulé par les changements hormonaux (estrogénes, E2 ou 17f3-
estradiol et progestérone, P4 ou pregn-4-ene3, 20-dione) survenant lors du cycle menstruel

pour optimiser les conditions d’implantation du foetus (212). Le succes de la reproduction
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porte sur une balance adéquate entre la protection immune contre les pathogénes et la
tolérance au sperme et au feetus (199). Dans le cycle menstruel/ovarien féminin, I’endometre
se développe et les follicules proliférent jusqu’a 1’ovulation dans la phase
proliférative/folliculaire. La phase sécrétrice/lutéale est caractérisée par de hauts niveaux de
progestérone venant du corps lutéal pour conserver I’endometre intact. Finalement, le corps
lutéal régresse et les menstruations surviennent. Lors des menstruations, le niveau de E2 est
faible pour augmenter graduellement pendant la phase folliculaire jusqu’au pic pré-ovulatoire
(jour 14). Une baisse de E2 sérique s’observe lors de 1’ovulation et remonte quelque peu en
phase lutéale. Le niveau de P4 augmente alors et est & son maximum au jour 21 du cycle
(210) (réf. figure 6).

Dans la phase folliculaire, il a été observé qu’un niveau d’estrogéne prédominant favorise
I’expression de I’'IFN-¢ . Cette cytokine, récemment découverte, a été classée dans la famille
des IFN de type I par la similarité du type de récepteur, de la structure protéique et de son
locus génétique. L’IFN-¢ est composé de 192 acides aminés et I’analyse de sa structure
protéique révele une grande proximité avec I’IFN-f qui est un IFN de type I signalisant par les
récepteurs IFNART1 et IFNAR2 pour induire la production des facteurs de restriction viraux
(213). Différemment des autres IFN I, IFN-¢ est exprimé constitutivement dans la muqueuse
du TGF et son expression est régulée/induite par les hormones sexuelles (non pas suite a une
signalisation par des PRR) et est beaucoup plus ¢élevée en phase proliférative (dominance de
E2). 1l a été démontré que I’expression de I’IFN-¢ au niveau du TGF est requise pour le
maintien d’un niveau basal de facteurs de restriction viraux qui sont cruciaux dans I’immunité
innée (214). Les cellules T CD8+ prédominent (important dans la réponse contre I’infection
par le VIH-1), il y a une petite population de plasmocytes sécrétant les IgA, un faible niveau
d’expression de facteurs solubles et une dominance en IgG (210, 215).

Les changements dans les niveaux hormonaux durant le cycle menstruel résultent en des
changements dans les réponses immunitaires innées et adaptatives dans le TGF et des
populations cellulaires présentes qui modulent les conditions d’établissement opportuniste de
I’infection par le VIH-1.

Les hormones sexuelles régulent la présentation antigénique par les DC et aussi le nombre de

macrophages et autres cellules présentatrices d’antigenes (APC) qui sont retrouvées avec les
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CEG dans les tissus utérins et vaginaux (216). Il a été démontré que les estrogénes ont la
capacité de moduler I’expression de cytokines/chimiokines par les DC dérivées de monocytes
montrant une augmentation de stimulation de cellules T CD4+ naives. Ces études concluent
aussi que la progestérone inhibe la fonction des pDC ce qui peut rendre plus difficile les
réponses antivirales tel que démontré dans le contexte de I'infection a VIH ou virus de
I’herpes simplex (VHS)-2 (217, 218).

L’expansion des cellules T régulatrices (Treg) CD4+ CD25+ (réf. section 1.2.6) a été observée
durant la phase folliculaire tardive (219). Cette expansion correle avec le niveau élevé de E2
sérique et aussi avec I’expression du facteur de transcription FOXP3, ce facteur étant le
régulateur transcriptionnel principal des cellules Treg (220). Il est aussi intéressant de noter
que E2 est connu pour étre responsable du potentiel immunosuppressif €levé des Treg. Alors,
la phase folliculaire initie un environnement tolérogénique/régulateur dans le TGF, ce qui
pourrait favoriser le développement d’infections par des pathogenes. Cependant, dans le
contexte de transmission du VIH-1, d’autres facteurs comme la présence de I’IFN-¢, de CTL
et la diminution du nombre des cellules cibles pour le virus ne favorisent pas le risque
d’infection (221).

L’anticorps prédominant dans les sécrétions cervico-vaginales est I’IgG (222) mais les IgA
sécrétoires dans leurs forme polymérique sont aussi présentes et les niveaux d’IgG et d’IgA
dans les fluides du TGF sont modulés par les hormones du cycle menstruel (223).

Dans des ¢tudes utilisant le modele simien (macaques rhésus ovariectomisés), un traitement
systémique avec des estrogenes résultent en un épaississement de I’épithélium vaginal. Le fait
d’épaissir 1’épithélium peut interférer avec 1’acces du virus a ses cellules cibles (LC (cellules
de Langerhans)/DC, cellules T CD4+ et macrophages) dans la muqueuse et la sous-muqueuse.
Les estrogenes diminuent la fréquence des LC dans le vagin et diminue le pH, rendant le
milieu un peu plus hostile au VIH-1.

En revanche, chez des femelles macaques traitées a la progestérone, I’épithélium s’amincit
permettant un acces plus facile du VIH-1 a ses cellules cibles. D’autres études associent des
hauts niveaux de progestérone avec un débalancement du microbiome vaginal, résultant en
une augmentation du risque de contracter des IST telles que : vaginose bactérienne, candidose,
chlamydiose et gonorrhée chez les femmes. Ces facteurs peuvent augmenter le risque

d’infection par le VIH-1. Les données obtenues par le modele simien suggérent fortement que
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les estrogénes amplifient les propriétés naturelles de protection de la femme en diminuant sa
susceptibilit¢ a I’invasion par le VIH-1 (revue par (224)). Pour ces raisons, la phase
folliculaire, dominante en niveau de E2, est donc réfractaire a I’infection par le VIH-1.
Plusieurs études ont examiné I’effet des hormones sexuelles sur I’'immunité induite par
vaccination contre des pathogenes en utilisant le modeéle murin entrant en phase de I’estrus de
leur cycle ovarien. Une grande similitude existe entre les phases du cycle ovarien murin et
celui de la femme. De fagon intéressante, lorsque 1’on administre un antigéne oralement ou de
maniere intra nasale durant la phase E2 dominante du cycle (réf. section 1.2.1.2 (MALT), la
production d’anticorps spécifiques contre 1’antigene dans le TGF est amplifiee (225) (réf.
figure 6).

L’induction d’une immunité protectrice optimale au TGF requiert I’acquisition de plus de
connaissances sur le statut ovarien (E2, P4) au moment de I’immunisation mucosale ; les
études sur I’immunité innée, la présentation antigénique, I’immunité cellulaire et humorale par

rapport aux hormones sexuelles étant controversées (210).
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1.2.3 Les mécanismes d’invasion par le VIH-1 a la muqueuse génitale
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Figure 7. Mode¢le général de I’infection aigué de la muqueuse cervico-vaginale par le VIH-1

Tiré de: George M. Shaw and Eric Hunter Cold Spring Harb Perspect Med 2012

Durant une courte période, tot dans le processus d’invasion virale, les réponses immunitaires
innées a la muqueuse peuvent réduire efficacement la susceptibilité a I’infection par le VIH-1
ou l’interrompre compleétement avant la propagation (212). Selon les études provenant de
modeles d’infection de macaques par le VIS, de modeles d’explants tissulaires vaginales, de

modeles mucosaux gastro-intestinaux et de modeles in vitro décrivant les interactions virus-
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hote, le passage transmuqueux du VIH-1 et la dissémination se définissent de la fagon

suivante :

1.2.3.1 Les mécanismes d’invasion par le VIH-1 : Les hypothéses

Le passage transmuqueux viral pourrait s’effectuer comme suit: 1) par I’intermédiaire de
Iésions préexistantes causées par les ITS (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrheae,
Candida albicans, vaginose bactérienne, VHS-2, etc.), ii) par des breéches épithéliales suite a
des trauma (moeeurs d’hygieéne ou relations sexuelles) de I’épithélium ce qui augmente le risque
d’infection favorisant I’inflammation et le recrutement de cellules cibles, ii1) par transcytose
(transport transcellulaire rapide des virions; i.e. les virions libres ou qui bourgeonnent de
cellules infectées dans le lumen vaginal formant des synapses, sont internalisés dans des
structures endosomales épithéliales et relachés au pdle cellulaire opposé (49)) de 1’épithélium
ou entre les jonctions serrées de celui-ci, iiil) par ’intermédiaire de cellules de Langerhans
(LC) ou de mDC intra épithéliales (réf. section 1.1.3.1), via leurs dendrites qui ont acces au
lumen vaginal, pour ensuite infecter les cellules cibles se situant dans la lamina propria. Les
LC et DC de la lamina propria peuvent aussi capturer le virus et le transporter, soit
directement ou via un transfert a d’autres populations de DC, jusque dans les organes
lymphoides drainants pour infecter les cellules T CD4+ (études du modele singe d’infection

génitale par le VIS in vivo) (50, 107, 170, 211, 226, 227) (réf. figure 7).

1.2.3.2 L’¢épithélium mucosal, les DC mucosales et le VIH-1

Il a été proposé que les mécanismes d’entrée potentiels du VIH-1 (études in vitro) par la
muqueuse intestinale/vaginale, impliqueraient I’interaction de la gp 120 du virus avec TLR2/4
a la surface des cellules épithéliales et I’internalisation de celui-ci par les cellules épithéliales,
productivement infectées ou non. Ces cellules sécreteraient alors des cytokines pro-
inflammatoires, entres autres TNF-a, altérant I’intégrité mucosale de I’intestin (ou du TGF)
favorisant la translocation microbienne et alors I’activation immune. Les facteurs de
I’immunité innée et 1’alcalinisation par le liquide séminal peuvent aussi affaiblir les fonctions
de la barriere épithéliale. (228-230).

De plus, il a été suggéré que I’interaction du virus avec I’épithélium menerait a la sécrétion

massive de CCL20 (MIP-3a) pour attirer les mDC inflammatoires (sécrétant de 1’'IL-12
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favorisant une différenciation Thl) qui sécréteraient a leur tour des P-chimiokines comme
CCL3 (MIP-1a) et CCL4 (MIP-1p) et des ligands CCRS. Ces ligands bloquent le corécepteur
principal du VIH-1 mais aussi peuvent recruter les cellules cibles du VIH qui sont les
macrophages et les cellules T CD4+ (études du modele singe d’infection génitale par le VIS in
vivo) (231).

CCL20 (MIP-3a) a aussi des propriétés antimicrobiennes (232) et se lie exclusivement au
récepteur CCR6 chez I’humain, ce récepteur étant un marqueur pour les cellules Th17 qui sont
des cibles de choix pour le VIH-1 (études sang périphérique in vivo) (233, 234), pour les mDC
(études mucosales in vivo) (235) et pour certaines populations de cellules B (études sang
périphérique in vitro) (236). L’expression et la sécrétion de cette chimiokine par les CEG du
TGF sont constitutives et peuvent aussi étre modulées par des conditions inflammatoires (237)
(réf. figure 7).

En outre, il a été postulé que ’interaction du VIH-1 avec I’épithélium menerait a la sécrétion
de TSLP (thymic stromal lymphopoietin) par les CEG via la voie de signalisation menant a
I’induction de NFxB. Le TSLP sécrété par les CEG exposées au VIH-1 activerait les mDC,
favorisant la prolifération et la réplication du VIH-1, lorsque co-cultivées avec des cellules T
CD4+ autologues. Dans un mode¢le de singe macaques il a observé une augmentation drastique
de I’expression de TSLP avec une augmentation de la réplication virale dans les tissus
vaginaux dans les deux premiéres semaines suite a I’exposition vaginale au VIS. Ces
chercheurs stipulent que le dialogue intercellulaire entre les CEG et les mDC, médié par le
TSLP induit par le VIH-1, pourrait étre un mécanisme important d’invasion du VIH-1 dans la
muqueuse (52).

La bataille est extréme et complexe. Comme indiqué plus haut, le VIH-1 peut lier une
panoplie de récepteurs de surface cellulaire (réf. section 1.1.3.1). Toutefois, la reconnaissance
de molécules virales par les récepteurs Toll-like (TLR) 7 et 9 endosomaux ou d’autres PRR
cytosoliques comme les récepteurs hélicases de la famille des RIG-1 like (retinoic acid-
inducible gene ; RIG-1 et Melanoma Differentiation-Associated protein 5 ; MDAS) qui sont
activés par les ARN db viraux présents dans le cytoplasme, résulte en une sécrétion d’IFN de
type I, surtout IFN-a par les plasmacytoides DC (pDC) mais aussi par les CEG et les mDC

(55, 238). D’une maniere autocrine ou paracrine, les IFN-I activent la voie Jak-Stat pour

38



induire une production de facteurs de restriction viraux tels que APOBEC-3G, SAMHDI,
tétherine, ISG15, OAS, MX2, etc. (études du modele singe d’infection génitale par le VIS in
vivo) (18, 19, 21, 239-242).

1.2.3.3 Les cellules NK mucosales et le VIH-1

Les cellules NK sont des lymphocytes ayant une importante fonction effectrice dans la défense
innée. Premi¢rement, ces lymphocytes participent a la régulation de la réponse immune innée
et adaptative en produisant diverses cytokines et chimiokines. Deuxieémement, les cellules NK,
par un processus ne requérant pas leur immunisation préalable, lysent les cellules tumorales ou
infectées par des virus. Leur cytotoxicité est controlée par deux types de récepteurs
membranaires a activité antagoniste. Il existe sur la membrane cellulaire des NK des
récepteurs activateurs (portant des séquences « ITAM » : immunoreceptor tyrosine-based
activation motif); il en existe 22 dont les NKp ou inhibiteurs (portant des séquences « ITIM » :
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif); il en existe 7 dont les KIR (killer inhibitory
receptors) (243). En effet, I’engagement de ces récepteurs engendre des signaux d’activation
ou d’inhibition selon I’identité et la balance du type de récepteur impliqué. Par exemple, les
cellules NK sont tenues en échec par la reconnaissance des molécules du CMH-I présentes a la
surface de la majorité de nos cellules ; la régulation a la baisse de ces molécules diminue ou
parfois méme annule I’interaction des récepteurs d’inhibition des cellules NK avec leurs
ligands naturels. La cellule infectée devient alors vulnérable a ’activité lytique des cellules
NK.

Une sous-population de cellules NK, exprimant le CD4 et les corécepteurs CXCR4 et CCRS,
peuvent étre infectées de facon productive par les souches RS et X4 du VIH-1 in vitro (244).
La régulation a la baisse de la synthése du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-I par
le virus (Nef) ajouté a la présence d’IFN-a et de cytokines pro-inflammatoires de type Thl
activent les cellules NK, car il y a moins de ligands pour les KIR (études du modéle singe
d’infection génitale par le VIS in vivo) (231). Il a été démontré, dans notre laboratoire, qu’un
niveau peu ¢levé de HLA-G soluble plasmatique, une molécule immunosuppressive ligand
des KIR, (réf. section 1.2.6.2) est associée a I’infection par le VIH-1. En effet, dans ce
contexte d’infection virale, HLA-G soluble n’avait jamais été étudiée au niveau mucosal

génital, ce qui a été fait dans cette étude et nous en parlerons d’avantage dans la section

39



discussion de cette these (modele TS VIH-1 positives humain ex vivo).
Une autre fonction effectrice primordiale des cellules NK dans la réponse immunitaire contre
le VIH-1 est son activit¢ ADCC (cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante) médiée par des

anticorps antiviraux se liant au récepteur FcyRIIla (CD16) sur les cellules NK (245).

1.2.3.4 Les lymphocytes B mucosaux et le VIH-1

Le microenvironnement mucosal génital infecté¢ par le VIH-1 est producteur de facteurs de
restriction viraux, toutefois, la formation d’anticorps neutralisants efficaces est limitée par
I’excessive mutagénése et la glycosylation des épitopes de [’enveloppe virale. Les
lymphocytes B sont peu permissifs a I’infection par le VIH-1. Par ailleurs, le VIH-1 opsonisé
par des molécules du complément peut s’attacher au récepteur CD21 en surface de ces
cellules.

D’autres récepteurs de surface peuvent aussi interagir avec le VIH-1 (DC-SIGN et les
récepteurs de mannose). L’infection par le VIH-1 aux muqueuses entraine une profonde
dérégulation phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes B et ceci, tot dans ’infection
(revue par (89, 246, 247)). D’autre part, les cellules B jouent un role trés important aux
muqueuses dans I’infection par le VIH-1. En effet, des études menées par Bomsel et al., sur la
production d’anticorps spécifiques contre le VIH-1 a la muqueuse génitale ont démontré le
principe de la compartimentalisation immunitaire mucosale (réf. section 1.2.6). Ces études
montrent qu’un vaccin qui a stimulé la production d’anticorps (IgA et 1gG) spécifiques contre
la gp41 a la muqueuse vaginale a été suffisant pour protéger des singes de I’exposition a un
virus virulent.

Les IgAs ont bloqué la transcytose du virus vers la lamina propria et les IgG mucosaux se sont
avéreés efficaces en effectuant de 1’opsonisation et en participant a I’ADCC. Ceci explique le
fait que certains individus ne développant pas d’anticorps anti-VIH-1 dans le sang
périphérique mais peuvent contrdler I’infection méme s’ils sont hautement exposés au VIH-1

(modgele vaccinal de singe infectés par le VIHC in vivo) (248, 249).

1.2.3.5 Les lymphocytes T mucosaux et le VIH-1

Les événements précédents causent de I’inflammation a la muqueuse. Il y a aussi production

d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui empéche la prolifération des cellules T. IDO est une
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enzyme intracellulaire particulierement exprimée par les DC et les macrophages et elle
pourrait étre induite par la protéine régulatrice Tat du VIH. De plus, derniérement, il a été
rapporté que le catabolisme du tryptophane induit par IDO résulte en un débalancement du
ratio Th17/Treg et favorise la translocation microbienne dans la phase chronique de I’infection
par le VIH (250). La production d’IDO dans la muqueuse génitale peut limiter la progression
virale mais aussi I’action antivirale des cellules T.

Cet état inflammatoire du TGF active NFkB amplifiant la réplication virale. D’un autre cote,
les lymphocytes Treg (réf. section 1.2.6) s’accumulent restreignant 1’activation immune et les
réponses antivirales spécifiques au VIH-1. L’intégrit¢é mucosale médiée par les cellules Th17
(réf. section 1.2.3.2) est aussi perturbée. On estime aussi que les cellules Treg pourraient
altérer les propriétés des cellules présentatrices d’antigénes en envoyant un signal inhibiteur
via la molécule de surface CTLA-4 reconnue sur la cellule présentatrice d’antigéne par CD80
ou CD86, de méme que les interactions entre ces cellules et les lymphocytes T. C’est pourquoi
la capacité de I’hote a maintenir une balance adéquate Teffectrice/Treg est importante dans le
succes de la réponse immunitaire contre le VIH-1 (251, 252).

Le dysfonctionnement immunitaire associé¢ a 1’infection par le VIH-1 est éloquent en ce qui
concerne les cellules T CD8+. Alors que les lymphocytes T CD8+ jouent un role clé
cytotoxique dans le contrdle de la virémie durant la phase aigué, ils présentent de nombreuses
anomalies durant la phase chronique telles que la perte des fonctions cytolytiques, une
maturation inadéquate et une prolifération limitée. Ceci engendre une incapacité des cellules T
CD8+ a contrdler la réplication virale (¢tudes du modele singe d’infection génitale par le VIS

in vivo) (253, 254).

1.2.3.6 L’importance des modeles d’études d’infection du VIH-1 a la muqueuse

vaginale

Les interactions intercellulaires hote-virus dans les jours initiaux suivant I’infection ont été
¢lucidées grace au modele de singe macaques indiens infectés par le VIS/VIHC (107, 211), au
modele d’explant cervico-vaginal humain et au modele in vitro d’infection par le VIH-1 (50,
255).

Auparavant, les modeles d’explants tissulaires étaient davantage utilisés dans 1’étude du

prépuce et des tissus gastro-intestinaux (256, 257). La plupart des informations obtenues par
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ces ¢€tudes correlent avec les études d’infection de primates par le SIV (211). Ensuite, Hladik
et al., en 2007, ont décrit un systeéme de culture d’organe vaginal humain. Ce mod¢le a permis
I’identification, I’étude de la signalisation et du transport de cellules infectées par le VIH-1 qui
provenaient exclusivement de 1’épithélium vaginal vers le milieu de culture. Dans ce systéme,
les virions ont li¢ (a I’aide de la protéine Env) et infecté productivement des cellules T CD4+
CCRS5+ CD45RO (mémoires), suite a 2 heures d’exposition du virus a I’épithélium intact (50).
Cette ¢tude a démontré une infection productive rapide des cellules T CD4+ mémoires,
I’internalisation et la persistance du VIH-1 dans les LC associées aux cellules T CD4+ ce qui
correle avec les données obtenues par les modeles d’infection de macaques par le VIS (211,
258-260) .

Bien que ces modeles de culture cellulaires in vitro, d’explants tissulaires ex vivo ou les
modeles d’infection de macaques par le VIS/VIHC nous aient apporté un nombre significatif
d’observations et de données concernant la transmission par voie mucosale génitale du VIH-1,
maintes questions restent en suspens. D’autres études de transmission devront avoir lieu et
devront porter une attention particuliére aux souches virales utilisées qui devraient mieux
refléter la réalité des souches transmises fondatrices naturelles (170).

La progression de I’infection par le VIH-1 est influencée par plusieurs paramétres complexes
dépendants de la génétique et facteurs de virulence viraux, de la génétique de 1’hdte, de son

environnement inflammatoire en place et de facteurs environnementaux.

1.2.3.7 La fenétre de vulnérabilité virale

Le virus doit établir une petite population fondatrice pour amplifier sa réplication localement
utilisant les cellules cibles présentes et celles nouvellement recrutées par la signalisation
cellulaire. A ce moment, un vaccin ciblant une immunité mucosale induisant des réponses de
premieres lignes et adaptatives induisant des anticorps neutralisants ou des anticorps
favorisant une ADCC avec 1’aide des cellules tueuses naturelles (NK) et des macrophages
pourraient prévenir ou contréler I’infection, comme le font les lymphocytes T cytotoxiques
(CTL). Ces mécanismes doivent avoir lieu a la porte d’entrée virale ou ils auraient le plus de
chances d’étre efficace contre le virus (107, 249).

Dans le tissu cervico-vaginal, apres la phase d’entrée, une fenétre d’opportunité d’intervention

efficace trés tot en début d’infection a été déterminée par Haase et al. Cette fenétre dure 4
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jours post-infection ou I’ADN est détectable mais pas I’ARN viral ni les cellules infectées
(107, 170, 211). La modulation de I’inflammation par le microbicide glycérol monolaurate
(GML) chez le modele macaques infectés par le VIS représente une preuve de concept de
I’efficacité potentielle de cette approche préventive. Ce microbicide agit sur des voies de
signalisation des cellules ¢épithéliales génitales pour diminuer I’expression de
cytokines/chimiokines pro-inflammatoires (193) (réf. section 1.2.5.2). Ensuite, une
immunisation passive avec I’aide d’anticorps monoclonaux neutralisants comme par exemple
le 2F5, 4E10, 2G12 et B12 dans un mod¢le d’infection par un VIHC, a procuré une autre
preuve de concept de la vulnérabilité du VIH-1 a la porte d’entrée mucosale (261-267).

Une interaction complexe de réponses innées de I’hote tres tot dans I’infection peut contribuer
au controle et a I’élimination du virus, cependant, ces réponses peuvent aussi faciliter la
transmission en recrutant de nouvelles cibles potentielles pour I’infection (193, 211).
L’¢établissement de I’infection survient si les cellules infectées parviennent a migrer aux
nodules lymphatiques drainants génitaux et aux tissus lymphatiques du GALT
(gastrointestinal associated lymphoid tissue) (107, 211, 227, 231). Lorsque ’ARN viral est
détectable dans le plasma, le virus se réplique d’une maniere exponentielle (268) dans le

GALT et dans les tissus lymphoides systémiques (105, 211).

1.2.4 L’immunité mucosale : La tolérance

La tolérance immunologique est un aspect important du projet de recherche. Nous croyons que
la tolérance aux muqueuses chez notre groupe de femmes HESN pourrait étre un mécanisme
de modulation de I’inflammation et donc de contrdle de 1’infection par le VIH-1. Les principes
de la régulation immunitaire se définissent comme suit : empécher 1’activation lymphocytaire
excessive et les dommages tissulaires durant les réponses protectrices normales contre des
pathogénes, prévenir les réactions inappropriées contre les antigénes du soi (tolérance au soi)
et la défaillance des mécanismes de controle qui meénent a I’apparition de maladies

inflammatoires induites par I’immunité (autoimmunité) (269).
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1.2.4.1 La tolérance centrale

La tolérance centrale ne sera que brievement résumée ici, le but principal étant d’expliquer les
mécanismes de tolérance aux muqueuses. Les lymphocytes proviennent de cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse. Le développement de ces cellules souches précurseur
en cellules qui seront appelées a devenir des cellules B ou T suit les principes de la
différenciation cellulaire. Le microenvironnement spécialis¢ de la moelle osseuse fourni les

signaux nécessaires pour que la différenciation ait lieu (195).

1.2.4.1.1 Les lymphocytes B

En bref, le développement des cellules B commence par un réarrangement du locus des geénes
de chaines lourdes des cellules pro-B dans la moelle osseuse. Les cellules pré-B réarrangent le
locus du gene de la chaine légere (Igk), expriment des immunoglobulines (IgM) a la surface
cellulaire et se différencient en cellules B immatures. Ces cellules sont ensuite testées
(sélection clonale) pour leur autoréactivité avant de quitter la moelle osseuse. Les cellules
autoréactives peuvent changer leurs récepteurs de surface (B cell receptor; BCR) ou étre
¢éliminées par délétion clonale. L’¢élimination ou I’inactivation des cellules B autoréactives
assure que la population de cellules B nouvellement produite sera tolérante aux antigeénes du

soi; c’est ce que I’on nomme la tolérance centrale (195).

1.2.4.1.2 Les lymphocytes T

En ce qui concerne les lymphocytes T, en définitive, les progéniteurs des cellules T originent
de la moelle osseuse, mais tous les événements importants de leur développement surviennent
dans le thymus. Les précurseurs des cellules T proliférent dans le thymus et plusieurs meurent
par apoptose, ceci reflétant le triage intensif et restrictif déja a cette étape. Des étapes
successives dans le développement des thymocytes sont marquées par des changements dans
leurs molécules de surface cellulaires (réarrangements génétiques des récepteurs (CD3/T cell
receptor; TCR) et des corécepteurs (CD4 et CD8) des cellules T). Le type de CMH du soi
exprimé sur les cellules du stroma thymique sélectionne (choisit) un répertoire de TCR sur les
cellules T matures qui peuvent reconnaitre des antigénes étrangers présentés par le méme type

de CMH du soi (sélection positive). La sélection positive coordonne 1’expression de CD4 ou
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de CD8 avec la spécificité du récepteur de cellules T et les fonctions effectrices potentielles de
ces cellules T. Les cellules T qui réagissent avec une trop forte affinité avec des antigenes du
soi sont délétées dans le thymus (sélection négative). Lorsqu’un récepteur de cellules T d’un
thymocyte en développement se lie fortement a un peptide du soi : CMH dans le thymus
(présenté principalement par des DC ou des macrophages), il meurt par apoptose. La réponse
d’une cellule T immature a une stimulation antigénique est la base de la sélection négative
dans le thymus. L’¢élimination de ces cellules T immatures prévient de potentielles réactions

autoimmunes futures (195).

La contribution des cellules my¢loides dans la tolérance immune centrale est trés importante
mais encore mal connue. Les DC, cellules sentinelles qui ont la capacité de présenter des
peptides et d’activer des cellulles T naives (270). Il a été proposé que les DC thymiques
présentent des antigénes du soi acquis des cellules épithéliales médullaires thymiques qui
expriment plusieurs protéines spécifiques tissulaires (271). Un autre mécanisme proposé est
celui par lequel il y a une recirculation des DC périphériques dans le thymus qui présentent
des antigénes périphériques du soi pour induire une délétion clonale ou pour générer des Treg

(272, 273).

1.2.4.2 La tolérance périphérique

1.2.4.2.1 Les lymphocytes B

Les cellules B autoréactives qui ont échappées a la sélection clonale de la tolérance au soi et
qui continues leur développement peuvent toujours étre éliminées en sortant de la moelle
osseuse. Premierement, lorsque des cellules B en développement expriment des récepteurs qui
reconnaissent des ligands (molécules du soi) multivalents, il y a délétion clonale (mort
cellulaire par apoptose) ou bien réorganisation des récepteurs autoréactifs pour générer des
cellules B non autoréactives. Aussi, des cellules B immatures peuvent lier des antigénes du soi
solubles, exposés d’une maniere chronique, et alors devenir anergiques (répondant faiblement
ou pas du tout aux signaux de stimulations; sont inactivées). Ces cellules migrent tout de
méme vers les organes lymphoides périphériques, elles expriment des IgD mais restent
anergiques. Finalement, des cellules B immatures liant des autoantigénes avec une faible

affinit¢ demeurent dans un état d’ignorance immunologique (ont une affinité pour un antigéne
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du soi mais ne réagissent pas a sa rencontre) (195, 269). Les mécanismes de tolérance
périphérique sont ébranlés dans plusieurs contextes inflammatoires tels que dans le cas de VIH
ou de maladies inflammatoires de l’intestin, comme la maladie de Crohn (274) ou la

rectocolite hémorragique (275).

1.2.4.2.2 Les lymphocytes T

La sélection négative survenue dans le thymus ne prenait en compte que des autoantigénes
pouvant étre exprimés dans le thymus mais ce n’est pas tous les antigénes du soi qui peuvent
étre exprimés dans les organes lymphoides centraux, plusieurs sont hautement tissus
spécifiques et/ou compartimentalisés. La plupart du temps, les cellules T matures qui
réagissent a un antigene du soi dans un organe lymphoide secondaire sont éliminées par
apoptose. Parfois, il arrive tout de méme que les cellules T matures réagissant aux molécules
du CMH du soi d’une maniere faible et chronique; elles sont devenues anergiques, inactives,

elles n’ont pas de fonction effectrice (276).

La contribution des cellules myéloides dans la tolérance immune périphérique est aussi
critique. La spécificité d’un antigene cible et I’identité d’une population de DC ciblée sont des
facteurs trés importants dans la résultante d’une réponse immunitaire. Aussi, I’identité du
récepteur ciblé, par un antigene, sur les DC et sa voie de signalisation peuvent
fondamentalement influencer la réponse cellulaire T soit vers une réponse treés faible, soit vers

une activation (273, 277).
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1.2.4.3 HLA-G : Une molécule importante de la régulation immunitaire

G*01:13N G*01:05N
Stop-codon 54 AC Codon 129/130  Stop-codon 189

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon6 3'UTR .
Primary
Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron S mRNA

I [ I ] HLA-G1 |
. Membrane-
i — | @ T ] HLA-G2 Bond
1 I @1 ] HLA-G3 Isoform
Transcripts
I 7 ] HLA-G4 _|
HLA-GS |
Intron 4 Soluble
HLA-G6 Isoform
Intron Transcripts
HLA-G7
Intron 2 -
La L a L a
() -
: S
HLA-G1  HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7
Membrane-bound isoforms soluble isoforms

Figure 8. Les isoformes de HLA-G produits suite a I’épissage alternatif du transcrit (ARNm)

primaire.
Tiré de : Donadi et al. Cell Mol Life Sci. Feb 2011; 68(3): 369-395.

HLA-G est une molécule fortement immunosuppressive faisant partie du HLA classe Ib non-
classique ayant une expression restreinte a certains tissus requérants une tolérance entiere en
condition physiologique tels que : placenta, cornée, thymus, épithélium génital féminin (278).
HLA-G a été premierement décrite en condition de tolérance materno-feetale (279). Cette
molécule a un polymorphisme (variabilité protéique) limité. Les sites polymorphiques présents
dans les régions codantes et non-codantes dans le géne de HLA-G peuvent potentiellement
affecter ses caractéristiques biologiques (280). HLA-G fonctionne via les récepteurs

inhibiteurs ILT2 (LILRB1), ILT4 (LILRB2) et KIR2DL4 (CD158d) en inhibant 1’activation
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de plusieurs cellules immunitaires (T CD4+, T CD8+, DC, NK) et son role en pathologie est
prouvée dans les domaines suivants : autoimmunité, transplantation tissulaire, oncologie,
maladies inflammatoires et infections virales (résumé par (281)). Structuralement, HLA-G a 7
isoformes (4 membranaires : HLAG-1 a —G4, et 3 solubles : HLA-G5 a —G7) qui sont générés
par épissage alternatif du transcrit primaire. Les isoformes de HLA-G solubles et
membranaires ont des fonctions similaires (278, 282). Jusqu’a présent, 44 alleles de HLA-G
ont été¢ décrits et codent pour 14 protéines fonctionnelles qui sont : HLA-G*0101, *0102,
*0103, *0104, *0106, *0107, *0108, *0109, *0110, *0111, *0112, *0114, *0115 et *0116.
L’allele G*01:13N n’est probablement pas exprimés du a la présence d’un codon stop
prématuré a 1’exon 2 et une délétion d’une cytosine a I’exon 3 de Dallele G*01:05N
occasionne un changement de cadre de lecture ouvert provoquant aussi la présence d’un codon

stop a ’exon 4 (réf. figure 8).

L’évolution virale a créé plusieurs stratégies pour évader les réponses et immuno-surveillance
de I’hdte. Des stratégies comme la modulation a la baisse de HLA classe I prévient la
présentation de peptides viraux pour échapper a la cytolyse des cellules T (283). En principe,
les cellules infectées par des virus dont leurs molécules de HLA classe I sont régulées a la
baisse devraient étre vulnérables a la cytolyse médiée par les cellules NK. Cependant, les virus
ont développé des mécanismes pour empécher la reconnaissance par les cellules NK en
exprimant des molécules de HLA-G (284) qui peut supprimer les fonctions de plusieurs
cellules immunitaires, comme mentionné précédemment. Les propriétés immunosuppressives
de HLA-G, pourraient contribuer a la susceptibilité et persistance d’infections virales.

Des études décrivant 1’association entre 1’expression de HLA-G et I’infection par le VIH-1 ont
démontré des résultats contradictoires. De hauts niveaux de HLA-G solubles (285) et
I’augmentation d’un niveau d’expression de surface de HLA-G sur des monocytes et des
lymphocytes T (286) ont été observé chez des européens caucasiens infectés par le VIH-1 et
traités comparés a des individus contrdles sains. En revanche, de faibles niveaux de HLA-G
solubles plasmatiques ont été associés a I’infection par le VIH-1 chez des TS béninoises non-
traitées (nos travaux) (8). La différence entre les résultats de ces études peut étre attribuée
premiérement au traitement ARV qui induit ’expression de surface de HLA-G sur les

monocytes du sang périphérique de patients infectés par le VIH-1 (287). Dans le contexte
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d’infections virales, 1’expression de HLA-G est un processus complexe modulé par plusieurs
facteurs tels que : le polymorphisme de HLA-G, le stade de I’infection, les traitements et le
patron d’expression cytokiniques pouvant contribuer a 1’environnement immunologique
affectant la résultante de I’infection. HLA-G, que ce soit membranaire ou soluble, n’a jamais
été ¢tudié dans le contexte de I’infection par le VIH-1 au niveau de la muqueuse génitale

féminine.

1.2.4.3.1 D’autres molécules régulatrices primordiales

L’IL-10 est une cytokine ayant majoritairement des propriétés immunosuppressives bien que
cette cytokine puisse activer les cellules B, dépendamment du contexte inflammatoire dans
lequel elle se retrouve; elle diminue I’inflammation et la réponse immunitaire en modulant
I’expression de cytokines pro-inflammatoires et en régulant a la baisse I’expression de
molécules de surface cellulaire telles que les molécules du CMH 1II (288). IL-10 est exprimé
par les monocytes, les DC, les cellules T, les cellules B et aussi par des cellules tumorales
(289). IL-10 est régulée, entre autres, par les interférons. En particulier, IFN-y diminue

I’expression de I’'IL-10 (290) pendant que IFN-o augmente son expression (291, 292).

ILT-2 et ILT-4 sont exprimés par les cellules NK (ILT2), les cellules T CD4+ (ILT-2) et
CD8+ (ILT-2), les cellules B (ILT-2), les monocytes/macrophages (ILT-2 et ILT-4) et les DC

my¢éloides (ILT-2, ILT-3 et ILT-4). Il a été postulé que le récepteur ILT-4 pourrait moduler
des fonctions de capture et présentation antigénique, de capacité migratoire, de production
cytokinique et d’expression de molécules de costimulation par les cellules my¢loides (293).
De plus, le traitement de mDC avec HLA-G soluble altére la communication DC/NK, menant

a une cytotoxicité réduite par les cellules NK (294).

Il a aussi été observé qu’une surexpression d’ILT-3 et ILT-4 était une caractéristique des DC
tolérogéniques (295). HLA-G, en se liant aux récepteurs ILT présents sur les APC my¢éloides,
induit leur différenciation en cellules régulatrices. Les APC sont sensibles aux interactions
avec HLA-G et aussi peuvent exprimer tous les isoformes d’HLA-G (HLA-G 1 et -5 ayant été
les plus décrits). Les propriétés de ces APC sont: I’inhibition de la lyse cellulaire par les
cellules NK, les cellules T CD8+ et la supression des fonctions effectrices des cellules T

CD4+ (296). L’expression basale de HLA-G par les cellules myéloides est vraiment favorisée
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par les facteurs microenvironnementaux comme par exemple, les interférons de type I et II
(297, 298) et I’IL-10 (299, 300). Des études in vitro ont démontré que les mDC sont devenues
tolérogéniques suite a un traitement avec de I’IL-10 et/ou IFN-a et que I’expression de leurs
récepteurs ILT3 et ILT4 a été¢ augmentée (293). De plus, il a été démontré que IFN-a., -B and -
v augmentent 1’expression de HLA-G a la surface de cellules tumorales ou de monocytes (297,
301-303) et que HLA-G augmente 1’expression de ILT-2, ILT-3 et ILT-4 dans des lignées

cellulaires lymphocytaires et myéloides (304).

Dans cette ¢tude qui porte sur I'infection par le VIH-1, les interférons de type I sont des

cytokines primordiales considérant leurs propriétés antivirales et aussi immunorégulatrices.
Ces IFN-I sont sécrétés par des cellules infectées et effectues trois fonctions principales.
Premiérement, ils induisent un état antiviral dans les cellules infectées (ou pas, dans le cas de
IFN-¢) et dans les cellules voisines (par la synthése de plusieurs différents facteurs de
restrictions viraux), ce qui limite la propagation virale. Ensuite, ils modulent les réponses
immunitaires innées d’une maniere a maintenir un état homéostatique du microenvironnement
en favorisant la présentation antigénique et les fonctions cellulaires des NK tout en limitant les
voies de signalisation cytokiniques pro-inflammatoires. Troisiemement, ils activent les
réponses immunitaires adaptatives, favorisant le développement des réponses cellulaires T et

B de hautes affinités et de la mémoire immunologique (305).

1.2.4.4 Les mécanismes de régulation immunitaire

Les APC sont des cellules spécialisées qui capturent, traitent et présentent des antigénes
(peptides), par I'intermédiaire du CMH, antigénes leucocytaires humains (HLA) classe I et II,
pour activer les cellules T CD4+ et T CD8+. Elles font la liaison entre I’immunité innée et
adaptative. Lorsqu’une réponse immune est engendrée, pour les lymphocytes B suite a la
rencontre d’un antigéne microbien ou d’un complexe immun présenté par les DC et pour les
lymphocytes T suite a la rencontre d’un complexe peptide-CMH présenté par les DC, il y a
généralement d’abord induction de I’expression de molécules de costimulation sur les DC
présentatrices d’antigenes et production de cytokines favorisant 1’activation lymphocytaire. Le
résultat de la rencontre avec un antigéne, dans ces conditions, est I’activation, la prolifération

et la différenciation des lymphocytes pour générer des cellules-filles effectrices (sécrétion
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d’anticorps, de cytokines/chimiokines et cytolyse par les CTL) et mémoires. En plus d’induire
des réponses immunitaires adaptatives, les DC soutiennent et maintiennent la tolérance
immunologique. Les mDC qui se retrouvent dans un microenvironnement anti-inflammatoire
et qui se nomment aussi les DC «tolérogéniques», sont impliquées dans 1’homéostasie
immunitaire et dans I’initiation et le maintient de la tolérance périphérique via I’induction de

cellules T régulatrices (Treg) (306).

En absence d’inflammation, les DC continuent de présenter des antigenes du soi mais en
absence de signaux de costimulation adéquats, les interactions entre les lymphocytes matures
et leurs antigenes spécifiques résulteront, soit en la mort cellulaire (apoptose), 1’anergie
cellulaire (I’inactivation) ou bien en une induction de tolérance, rendant les lymphocytes
capables de suppression immunitaire (195, 269). Les cellules NK, les cellules T et les cellules
B ont a leur surface des récepteurs inhibiteurs (responsables de la régulation des réponses
immunitaires) majeurs de costimulation se liant a la protéine membranaire périphérique B7 sur
les APC (DC) qui sont: CTLA-4, ICOS et PD-1. Ces récepteurs préviennent les réactions
contre les antigénes du soi et suppriment les réactions immunes contre des tumeurs et des

infections chroniques (virus de ’hépatite C (VHC) et VIH) (269).

1.2.4.4.1 Les DC «tolérogéniques»

Les DC «tolérogéniques» (nommées DC-10) circulantes ou résidentes dans les tissus, sont
caractérisées par une forte expression d’IL-10, moins d’IL-12 et de molécules de
costimulation et peuvent amorcer la différenciation des cellules T en Treg. Ces DC ont aussi le
marqueur CD103 (homing receptor) dans les tissus intestinaux et langérine dans les tissus
épidermiques (revue par (306)). Les DC-10 circulantes sont identifiées comme suit : CD14+,
CD16+, CD11c+, CD11b+, HLA-DR+, CD83+, CDla-, CDlc-. Elles expriment aussi ILT-2,
ILT3, ILT4, HLA-G et ont la fonction spécifique d’induire les Trl via I’IL-10 et la voie de
signalisation ILT4/HLA-G (299, 307, 308). Les DC-10 n’ont jamais €été identifié¢ au niveau du
TGF.
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1.2.4.4.2 Les cellules T régulatrices

Les cellules Treg retrouvées en périphérie sont des cellules immuno-modulatrices et plusieurs
sous-populations existent (309, 310). Les cellules Treg naturelles (nTreg) et induites (iTreg)
ont été décrites. Les nTreg (CD4+, CD25+) proviennent du thymus et leur fonction
suppressive est dépendante du facteur de transcription FOXP3+ (forkhead box P3) (311). Pour
leur part, les iTreg comprennent : les cellules Treg type 1 productrices d’IL-10 (Trl) (299,
309), les cellules T auxiliaire 3 sécrétrices de TGF-f (transforming growth factor) (Th3)
(312), ces deux types cellulaires proviennent de cellules T naives en périphérie suite a
I’activation de DC dans un milieu tolérogénique. Les cellules Treg FOXP3+ induites peuvent
étre générées de cellules T CD4+ en présence de TGF-f (313) et finalement, les cellules iTr35
qui sont aussi générées en périphérie, le sont d’une maniere IL-35 et IL-10 dépendante (314).
Une autre sous-population existe et est celle des cellules T CD8+ CD28- suppressives (Ts)
spécialisées qui rendent les APC tolérogéniques en favorisant I’expression de ILT3 et ILT4

(LILRB2) (293).

Une sous-population de nTreg circulantes nommées Treg HLA-G+ qui effectuent leur
fonction suppressive par la sécrétion d’IL-10 et partiellement par la sécrétion de HLA-G5
mais qui, contrairement aux Trl, n’a pas besoin d’un autre type cellulaire (DC) pour
fonctionner a ét¢ identifiée. Ces cellules semblent étre d’origine thymique, CD4+ ou CD8+

CD25-, FOXP3- (315, 316).

Dans le contexte de I’infection par le VIH-1, un autre groupe a identifi¢ une sous-population
de cellules Treg cette fois nommée Treg HLAG+ non-classique ayant la capacité fonctionnelle
de réduire 1’activation immune environnente mais un potentiel inhibiteur pour les cellules T
spécifiques aux VIH-1, ce qui nuit a la réponse anti-virale de I’hdte. Cette population de
cellules Treg pourrait donc étre une cible pour de futures interventions thérapeutiques. Ces
cellules Treg HLA-G+ pourraient contribuer a balancer l’activit¢é immune antivirale et

I’activation immune pendant 1’infection par le VIH-1 (317).

Les cellules Treg FOXP3+ font la liaison entre la tolérance centrale et périphérique ; ces
cellules contrdlent les T autoréactives et I’activité des T effectrices en périphérie et toutes

deux ont, au préalable, été soumises au processus de sélection négative thymique. La balance
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Teffectrices/Treg FOXP3+ est maintenue d’une manieére dynamique suite a des stimulations
antigéniques qui activent les deux populations. Les variations (génétiques, environnementales)
qui peuvent affecter cette balance prédisposent I’hdte a des déséquilibres immunitaires se
manifestant par une susceptibilité accrue a certaines infections, des maladies autoimmunes, etc

(276).

1.2.4.4.3 Autres cellules régulatrices

D’autres cellules a fonctions régulatrices existent comme par exemple certains macrophages
ou des cellules my¢loides dérivées suppressives (MDSC) (revue par (318)). 11 a aussi été
observé que des cellules souches mésenchymales peuvent avoir des propriétés régulatrices,
ayant la capacité de supprimer les fonctions effectrices des cellules T via des mécanismes de
contact cellulaire et de sécrétion de facteurs solubles incluant HLA-G soluble et IL-10 (319).
Il est a noter qu’il existe aussi une sous-population de cellules B régulatrices (Breg),
produisant de I’IL-10, qui a été identifiée chez la souris et I’humain (320, 321). On pense que
les cellules Breg sont impliquées dans le contrdle de certaines maladies autoimmunes par
I’inhibition des cellules T CD4+ (322). En particulier, les cellules Breg peuvent aussi contrdler
des réponses T CD8+ spécifiques contre le virus de ’hépatite B (VHB) chez des individus
ayant une infection chronique par le VHB ; la suppression est médiée par I’'IL-10 (323).
Cependant, une surexpression de I’IL-10 par les Breg dans le contexte VIH et VHB active les
cellules B et supprime les cellules T effectrices. Une autre étude a démontré que les cellules
Breg (productrices d’IL-10), induites t6t dans l’infection, peuvent inhiber des réponses T
effectrices spécifiques contre le VIH-1 chez des individus infectés; le VIH-1 pourrait
déréguler la balance cellules B effectrices/Breg comme stratégie d’évasion immune (101). De
plus, des études effectué¢es dans notre laboratoire ont démontré I’importance du maintien de
I’intégrité des cellules B de premicres lignes (exprimant I’[L-10 et la lymphotoxine-a) dans le

controle de I’infection par le VIH-1 (98). (réf. section 1.1.5.3)

Finalement, les APC HLA-G+ sont des cellules «tolérogéniques» ayant la capacité de
promouvoir la différenciation de cellules T naives en cellules Treg. Ce qui est intéressant est
que I’expression de HLA-G1 et de ses récepteurs est favorisée par I’IL-10 sur les DC-10 et les

cellules T et que I’expression de HLA-G1, ILT-4 et I’IL-10 est favorisée par les DC-10 qui
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sont critiques dans la génération des Trl. Les Trl sécrétent aussi de I’[L-10 favorisant la
synthese de novo de HLA-G et de ses récepteurs par les DC voisines (324). C’est ce que 1’on
appelle la boucle d’amplification tolérogénique, donnant a HLA-G un rdle central dans

I’initiation d’un microenvironnement tolérogénique (282).

1.2.4.5 La tolérance aux muqueuses orchestrée par les cellules myéloides
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Figure 9. La boucle rétroactive de I’'immunité innée et adaptative participe a la régulation des

interactions bactériennes avec les surfaces mucosales.

Tiré de : Breck A. Duerkop et al. Immunity vol.31, Issue 3, 18 Sept. 2009, pp.368-376

Avant d’entamer cette section, il est important de mentionner que ce mécanisme de tolérance
est d’avantage étudi¢ dans le modele mucosal gastro-intestinal ; ces mécanismes étant
probablement semblables pour le TGF. Le syst¢tme immunitaire mucosal doit faire la
distinction entre ce qui est bénéfique, i.e. la nourriture, les antigénes environnementaux et la
flore commensale et y demeurer «tolérant» versus un pathogeéne potentiel et générer une forte

réponse effectrice. Par exemple, une bactérie pathogéne entérique utilise diverses stratégies
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pour envahir 1’hote induisant des mécanismes inflammatoires. Une forte réponse Th1/Th17
résulte souvent en I’élimination du pathogéne (325, 326). Par opposition, les microorganismes
de la flore commensale sont reconnus seulement par le systtme immunitaire mucosal

(muqueuse et tissus lymphoides drainants).

Les cellules mucosales «voient» d’une fagon réguliere (répétée) les antigénes composant la
microbiota qui sont en densité (quantité) constante, ce qui permet le maintien d’une niche
cellulaire effectrice et d’une balance Treg/Teffecteurs adéquate. Les microorganismes qui
arrivent a joindre la couche de mucus interne (sur laquelle repose 1’épithélium), sont détectés
par les PRR tels les TLR sur les DC qui reconnaissent les patrons moléculaires conservés des
microorganismes (microbial associated molecular pattern ; MAMP). A ce moment, des voies
de signalisation cellulaire sont activées induisant la synthése de cytokines/chimiokines anti-
inflammatoires. Ensuite, les antigénes microbiens sont présentés, dans un environnement non-
inflammatoire, aux cellules T régulatrices résidentes (portant a leur surface le récepteur a4p7,
intégrine qui lie CD103 sur les DC) et aux cellules B par des DC spécialisées (CD103+) qui
migrent de 1’épithélium intestinal aux nodules lymphatiques mésentériques, des réponses

adaptatives primordiales ont lieu (326-329) (réf. figure 9).

Les cellules B, de premiéres lignes et adaptatives, différenciées en plasmocytes productrices
d’IgAs, sont trés abondantes et les mieux caractérisées de la lamina propria intestinale (124).
Ceci résulte en une tolérance mucosale active qui implique la production locale d’anticorps
IgAs spécifiques restreignant/controlant la colonisation mucosale par les microorganismes.
Les IgAs se retrouvent par transcytose a la surface apicale des cellules épithéliales limitant
ainsi la pénétration des bactéries dans la muqueuse. La qualité ainsi que la densité des
microorganismes composant la flore commensale sont aussi controlées par les PRR (TLR) sur
les cellules épithéliales. Ces cellules, ainsi que les macrophages et les neutrophiles peuvent
produire des peptides antimicrobiens et d’autres cytokines (IL-10, TGF-f, TSLP et autres)
anti-inflammatoires qui participent au maintien de ’homéostasie cellulaire génital (330, 331).
Les bactéries commensales ont un effet bénéfique pour I’hote mais ne doivent pas pénétrer la
barriere mucosale c’est pourquoi les mécanismes d’immunorégulation mucosaux sont si

importants. En méme temps, une «ignorance immunitaire» de ces antigenes par le systeme
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immunitaire systémique a lieu ; ce principe est celui de la compartimentalisation mucosale

(332) (réf. figure 9).
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Figure 10. Distribution et fonction des DC dans la lamina propria intestinale

Tiré de : Rescigno et al. J Clin Invest. Sep 1, 2009; 119(9): 2441-2450

Il a également ét¢ déterminé que la balance homéostatique entre les cellules T effectrices
mucosales versus les Treg a4pf7+ dans I’intestin (nodules lymphatiques mésentériques) est
modulée par le dialogue intercellulaire entre les cellules épithéliales qui produisent les facteurs
comme [’acide rétinoique (métabolite de la vitamine A), TGF-$ et TSLP, dans un
environnement non-inflammatoire, qui influencent hautement le phénotype CD 103+ des DC
(les DC ayant aussi la capacité de produire ces facteurs). Les DC CD103+ peuvent ensuite

médier la différenciation des Treg en inhibant le développement des cellules Th1 et Th17. Les
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macrophages limitent aussi I’inflammation intestinale via I’activation des cellules Treg. (326,

333, 334) (réf. figure 10).

Dans le contexte de ’infection par le VIH-1, I’inflammation et I’activation immune a la porte
d’entrée mucosale déterminent I’ampleur de 1’expansion de la population virale fondatrice
(335). Toutefois, I’induction de réponses tolérogéniques hatives au virus peut bloquer la
propagation virale ou minimiser les dommages aux populations de cellules T auxiliaires
mucosales; ceci réduisant 1’activation immune résultant de la translocation microbienne.
L’activation immunitaire dans la muqueuse est une composante critique dans la susceptibilité
a l’infection vaginale par le VIH-1 et dans la pathogénése du SIDA dans le tractus gastro-

intestinal (23).

L’induction de la «tolérance» a un potentiel thérapeutique; elle peut étre exploitée pour
prévenir le rejet de greffe, pour traiter I’autoimmunité ou des réactions allergiques, pour
prévenir des réponses immunes en thérapie génique, en transplantation de cellules souches et
potentiellement dans la prévention de I’infection par le VIH-1 qui est favorisée par un milieu

mucosal inflammatoire et activé.
1.2.5 Les modes de prévention contre I’infection

1.2.5.1 La vaccination

Au méme titre que pour les autres maladies infectieuses, la meilleure approche pour controler
la propagation virale consiste a développer un vaccin empéchant 1’établissement de I’infection
a VIH-1 chez I’hote. La majorité des gens infectés par le VIH-1 vivent dans les pays en
développement. L’acceés aux traitements est limité dans ces pays pour des raisons
économiques. La disponibilité d’un vaccin peu colteux est essentielle et plus que jamais
d’actualité. Bien que d’intenses recherches fondamentales donnent lieu a des résultats d’études
cliniques encourageants, aucun vaccin anti-VIH protecteur n’a encore été mis au point (revue
par (336-338)). En effet, le développement d’un vaccin fait face a de nombreux obstacles. Par
exemple, la diversité génétique du VIH-1 et sa capacité a muter, sa capacité a étre glycosylé et
donc a étre tres faiblement immunogene et les changements de conformation qui surviennent
lors de sa liaison aux récepteurs et corécepteurs cellulaires sont des éléments qui rendent la

conception d’un vaccin problématique (339).
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Plusieurs vaccins existants (variole, hépatite B, rougeole, rubéole, polio, rage, fievre jaune)
induisent des anticorps spécifiques qui font méme état de corrélats de protection (337, 340,
341).

Les approches privilégiées a l'heure actuelle dépendent de la production d'anticorps
neutralisants a large spectre de spécificité, de la stimulation des cellules T CD8+, ou des deux,
dans 1'espoir que ces réponses immunitaires puissent prévenir la transmission de l'infection a
VIH-1. Dans le cas de la production d’anticorps, la conception de puissants immunogenes,
induisant chez 1I’hdte la production d’anticorps neutralisants a large spectre de spécificité
dirigés contre les protéines virales, dont la gp120 et la gp41 est difficile di a I’extraordinaire
variabilité génomique de VIH-1 et a sa capacit¢ d’évader aux pressions immunitaires. Les
anticorps neutralisants a large spectre de spécificité se forment spontanément chez de rares (2-
4%) patients infectés par le VIH-1 et ces anticorps, souvent polyréactifs et autoréactifs, se
forment quelques années suite a la primo-infection, c’est pourquoi ces anticorps sont
incapables de contrdler la virémie (342, 343).

Pour étre efficace, un vaccin préventif contre la VIH-1 devra induire des anticorps a large
spectre de spécificité qui devront &tre maintenus a la surface mucosale au moment de
I’exposition au VIH-1. Cette affirmation est supportée par des résultats d’études cliniques de
protection passive de primates non-humains chez qui des anticorps a large spectre contre les
glycoprotéines de I’enveloppe du VIH-1 ont été capables de bloquer 1’infection par un virus
chimérique (VIHC) (261, 266,267, 344).

Il est a noter que, ces anticorps a large spectre de spécificité, étant issus d’infections
chroniques, de re-stimulations répétitives de populations cellulaires B dérégulées et provenant
d’un milieu dans lequel il y a bris des mécanismes de tolérance périphérique, la grande
question reste a savoir : comment sera-t-il possible de faire produire ce type d’anticorps chez
des individus sains ?

En 2009, en Thailande, 1’¢tude clinique RV144 (ALVAC-prime AIDSVAX-boost) a démontré
un certain degré de protection a court terme (345). Cette étude a eu une efficacité estimée a
31% sans induire un haut niveau d’anticorps neutralisants (346), suggérant que le vaccin a
ciblé des épitopes qui ont induit des anticorps non-neutralisants contre 1’enveloppe et que ces
anticorps peuvent conférer une protection contre la transmission du VIH-1, via ’ADCC ou

bien via un autre mécanisme d’inhibition virale ou par un mécanisme d’inhibition de la
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transcytose médié par des IgG (347).

D’autres ¢éléments vraisemblablement cruciaux dans 1’induction de réponses humorales dans
les sécrétions externes génitales et intestinales dans [’¢élaboration d’un vaccin sont a
considérer, par exemple la voie d’administration de I’antigene. Il est intéressant de noter que la
voie intra-nasale pour I’administration d’antigénes, avec ou sans adjuvant convenable, a induit
des réponses immunitaires humorales systémique et mucosale dans le TGF et dans ’intestin
(222, 223).

Aussi, quand une immunisation systémique (intra-musculaire) a été combinée a une
immunisation mucosale (intra-nasale), un haut niveau d’IgA et d’IgG spécifiques contre des
antigénes de I’enveloppe du VIH-1 a été induit dans les sécrétions génitales chez la souris
(348) ; I'utilisation de ces 2 voies combinées a de plus été un succes de protection dans une
¢tude d’immunisation avec la sous-unit¢ gp 41du VIH-1 chez des primates non-humains
(249). Un autre avantage du «priming» systémique et «boosting» mucosal est la diminution
non-négligeable du risque d’induction de tolérance mucosale définit par une anergie des
cellules T systémiques a un antigéne rencontré pour la premiere fois par la voie mucosale
(327, 349-351).

La seconde possibilité envisagée est I’induction d’une forte réponse immune cellulaire anti-
VIH-1. En effet, la réponse des lymphocytes cytotoxiques in vivo est primordiale dans la lutte
contre ’infection. Pour ce faire, on a utilisé des vaccins de VIS trés affaiblis, qui se sont
avérés puissants chez le singe. Cependant, une telle stratégie vaccinale chez I’humain n’est pas
envisageable. Dans ce contexte, les chercheurs ont présentement recours a des vaccins d’ADN
(352) ou a des vecteurs viraux autres que le VIH, notamment le virus de la variole, le virus
canarypox, [’adénovirus, les alphavirus ou le virus de la stomatite vésiculaire inactivé ou sont
insérées des protéines du VIH-1. Malheureusement, la stimulation des cellules CD8+ n'offre
vraisemblablement pas une protection compléete contre le VIH-1 parce que les CD8+ ne s'en
prennent qu'aux cellules déja infectées par le VIH-1. Ainsi, chez le macaque, de tels vaccins
permettent de controler la virémie, de méme que la progression de la maladie, mais ne
bloquent pas I’infection proprement dite (revue par (353-356)).

De plus, I'immunité adaptative a besoin de temps pour consolider ses défenses contre les
pathogénes envahissants, cette réponse cellulaire ayant ét¢ bien décrite par Reynolds comme

étant trop faible, trop lente (too little too late) pour étre efficace aux muqueuses (357). Or, on
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aura besoin d'une réponse tres rapide, se déclenchant aprés a peine quelques minutes ou
heures, si on espere maitriser le VIH-1 dans les parties du corps les plus susceptibles de le
rencontrer lors de la primo-infection, soit les muqueuses.

Nouvellement, un vaccin mucosal contre le VIS composé de particules virales inactivées et
d’adjuvants bactériens (faisant partie de la flore normale génitale) a induit des cellules T
CD8+ régulatrices qui ont inhibé 1’activation de cellules T CD4+ et qui ont empéché
I’infection par le VIS dans un modele de macaques. L’induction de cette nouvelles classe de
cellules T CD8+ régulatrices pourrait possiblement étre utilisée comme méthode préventive
vaccinale, et aussi thérapeutique pour empécher la réplication du VIH-1 chez des patients
infectés ; ce nouveau vaccin «tolérogénique» pourrait avoir un potentiel pour traiter plusieurs
maladies d’ordre immunologiques (358).

Un vaccin idéal éliciterait ’induction efficace de I’immunité innée mucosale, une réponse
humorale de premiere ligne, systémique neutralisante et mémoire ainsi qu’une réponse
cellulaire tissulaire et systémique CD4+ et CD8+ effectrice, polyfonctionnelle a haute avidité

et mémoire (spécificité) (249, 359, 360).

1.2.5.2 Les microbicides

Le développement d’un vaccin préventif reste la stratégie la plus efficace pour controler la
transmission du VIH-1 dans le monde. Cependant, une autre méthode préventive existe et est
celle d’un microbicide qui serait capable d’inhiber le VIH-1 aux portes d’entrées mucosales.

Un microbicide est un virucide appliqué sous forme de gel, d’anneau de silicone ou de
comprimés a insérer dans le vagin des femmes (361). Des microbicides rectaux pour les
hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes sont aussi actuellement en
développement, comme par exemple un gel Tenofovir 1% qui est en phase clinique 11 (362).
Un vaste spectre de molécules antivirales ont démontré une efficacité in vitro et quelques unes
ont déja été testées dans des études pré-cliniques et cliniques. Toutefois, des incertitudes
demeurent a propos des choix d’inhibiteurs, du véhicule d’administration et de formulation du
médicament pour obtenir un microbicide sécuritaire et efficace (363). Les microbicides ont 4
modes d’action : tuent ou inactivent le VIH, empéchent 1’entrée du VIH dans les cellules
humaines, amplifient les mécanismes normaux de défense contre le VIH ou ils inhibent la

réplication du VIH.
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Des études ont examiné des microbicides non-spécifiques comme par exemple des détergents
ou des molécules polyanioniques (Nonoxynol-9 et sulfate de cellulose) qui se sont avérés
inefficaces et dans quelques cas ont méme augmenté le risque d’acquisition du VIH-1 car ces
molécules ont amplifi¢ I’inflammation au TGF ce qui favorise I’appel de cellules cibles pour
le virus (364-366).

Une catégorie spéciale de microbicides contre le VIH-1 est celle basée sur des peptides ou
protéines interférant avec les étapes précoces du cycle réplicatif viral. L’étude clinique Caprisa
004, présentée en 2010 (367-369), basée sur I'utilisation d’un agent topique antirétroviral
spécifique (gel tenofovir) a diminué de 39% le risque d’infection par le VIH-1 chez des
femmes.

L’équipe de Haase a démontré I’efficacité d’environ 60% du glycérol monolaurate a protéger
des macaques de la transmission mucosale du VIS. Le glycérol monolaurate est un composé
antimicrobien largement utilisé¢ ayant une activité inhibitrice pour la production de MIP-3a. et
de d’autres cytokines pro-inflammatoires. Cette molécule inhibe des voies de signalisation et
les réponses innées et inflammation de la muqueuse vaginale in vitro et in vivo (193). Le
controle de I’inflammation est une nouvelle avenue dans le développement d’interventions
pour bloquer la transmission mucosale du VIH-1.

Il existe aussi des microbicides ayant un haut niveau de spécificité et une absorption
systémique limitée, basé€s sur I’expression protéique par des vecteurs bactériens ou viraux qui
pourraient assurer une protection prolongée sans le besoin de les appliquer avant, pendant, ou
apres la relation sexuelle. La flore normale vaginale ou rectale comme par exemple les
Lactobacillus spp. pourrait représenter un systeme d’expression idéal qui produirait un
inhibiteur a la surface mucosale mais aussi qui se mélangerait normalement a la flore

commensale résidente et offrirait en plus un effet homéostatique (363, 370).

1.2.6 Les corrélats de protection établis

Les corrélats de protection contre un agent pathogene sont des faits mesurables immunitaires
et génétiques identifiés dans un hote potentiel envers ce pathogene. Pour plusieurs virus les
anticorps servent de corrélats d’immunité a I’infection. Toutefois, dans le cas du VIH, la
corrélation n’est pas si évidente ; les individus infectés développent des anticorps contre le

VIH sans étre protégés. Ce fait est d’ailleurs une barriere au développement d’un vaccin
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contre le VIH. Il y a cependant des évidences, dans une minorité¢ de gens hautement exposés
au virus mais séronégatifs, de résistance et de controle de I’infection par le VIH suggérant que
I’immunité est possible et qu’un vaccin est envisageable. Mais, sans connaitre les corrélats de
protection, il est difficile pour les chercheurs de savoir exactement quelle genre d’immunité un

vaccin doit induire.

Il est important d’évaluer les corrélats de risque d’infection par le VIH-1 fournis par des
études cliniques vaccinales pour énoncer des hypothéses sur les mécanismes de protection
immune contre le VIH-1. Jusqu’a maintenant, six études d’efficacité vaccinale contre
I’infection par le VIH-1 ont été conduites (VAX003, Vaxgen, Inc., San Francisco, CA, USA),
VAX004 (Vaxgen, Inc.), HIV-1 Vaccine Trials Network (HVTN) 502 (Step), HVTN 503
(Phambili), RV144 (sponsored by the U.S. Military HIV Research Program, MHRP) et HVTN
505) (371). L’¢étude RV144 a été la seule a démontrer une diminution du risque d’infection
virale versus le groupe placebo avec une efficacité de 31% (48 mois depuis I’immunisation)
(345). L analyse de ces études impliquent la compréhension des réponses immunitaires (innée,
cellulaire et humorale), de la génétique de I’hdte (par exemple ; I’expression des récepteurs Fc,
les molécules HLA) et de I’analyse des mutations virales durant les infections (placebo et
vaccinés) qui générera un nombre trés important d’informations pour conduire de prochaines

études (371).

Il a ét¢ démontré, dans des infections aigu€s par le VIH-1, que les cellules T CD8+ sont
associées au controle de la réplication du VIH-1 (revue par (372)). La génétique de 1’hote joue
un role d’une grande importance dans I’immunité ; par exemple les vaccinés ayant les alléles
HLA (B*27, B*57, B*58:01) connus pour étre associés au contréle du VIH-1, ont eu des
charges virales diminuées (373) et leurs cellules T CD8+ ont démontré un plus grand potentiel
de cytotoxicité dans des essais in vitro (374). Les sous-classes d’IgG spécifiques au VIH-1
lient des récepteurs Fc distincts et peuvent avoir différentes fonctions effectrices. L’étude des
profils de ces sous-classes d’IgG induites dans différentes ¢tudes cliniques vaccinales contre le
VIH-1 qui sont plus ou moins concluantes pourrait donner des informations sur la qualité des
réponses B induites par le vaccin. Yates et al. ont démontré que les 1gG3 spécifiques pour le
VIH-1 induites par le vaccin de 1‘¢tude RV144 correlent avec une diminution du risque

d’infection par le VIH-1. Cette réponse humorale ¢élicitée était par ailleurs de courte durée. Ces
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IgG3 devraient donc étre testés dans une étude future en tant que corrélat de protection
potentiel contre le VIH-1 (375). Dans cette méme €tude, la présence des IgA plasmatiques (la
plupart monomériques) qui sont différents des [gA mucosales (dimériques) spécifiques a un
épitope de I’enveloppe du VIH-1 a corrélée avec I’infection par le VIH-1 (via I’encombrement
des récepteurs Fc des cellules NK, empéchant ainsi I’activit¢ ADCC médiée normalement par
le 1gG). Pour bien comprendre la réponse humorale, 1’analyse de cette étude clinique

nécessitera la description du compartiment mucosal (263, 347).

La description d’individus HESN est aussi primordiale dans 1’identification de mécanismes
potentiels de résistance. Des réponses immunitaires humorales et cellulaires spécifiques contre
le VIH-1 ont été identifiées dans des sujets HESN, par exemple la présence d’IgA dans les
muqueuses et dans le plasma ainsi qu’une activité cellulaire T CD4+ et CTL spécifique et
polyfonctionnelle (376-381). Sachant que la moitié¢ des individus HESN n’ont aucune réponse
adaptative systémique détectable, d’autres mécanismes de protection existent probablement
(24). Actuellement, 'immunité innée est d’ailleurs privilégiée dans un bon nombre de
recherches en immunologie mucosale. Par exemple, I’augmentation de [’activité des cellules
NK a ¢été corrélée a une protection contre ’infection par le VIH-1 chez différents types de
sujets HESN (usagers de drogues intraveineuses, couples s€rodiscordants et enfants exposés

pendant leur développement in utero) (382, 383).

Certains alleles de récepteurs cellulaires NK (KIR3DL1high et KIR3DS1) chez des sujets
HESN ont été corrélés a une protection contre 1’infection (115). L’interaction de KIR3DL1/S1
avec son ligand HLA-Bw4-801 (B*5701) est reconnue comme étant un déterminant de 1’hote
associ¢ au controle de la réplication virale. Un SNP dans la région du promoteur de HLA-C a
aussi €té associ¢ avec le contrdle de la réplication virale (284, 384, 385) et certains
polymorphismes liés a8 HLA-E et HLA-G (HLA-G*0105N) ont été associ¢ a une diminution
du risque d’infection par le VIH-1 chez des femmes africaines (386). Certains autres
polymorphismes génétiques de I’hdte associés a I’immunité innée corrélent avec une
résistance naturelle contre I’infection par le VIH-1 tels que des variations génétiques dans le
gene de CCRS qui est en fait une délétion de 32 paires de bases dans la région codante du
gene. Ce polymorphisme génétique résulte en la production d’une protéine tronquée qui n’est

pas exprimée a la surface cellulaire ce qui confére une protection pour les individus

63



homozygotes pour cet allele (387, 388). Des variations génétiques associées a I’expression des
ligands CCRS5, des p-chimiokines (CCL3, CCL4, CCLS5) ont de plus été corrélé a une
diminution dans la susceptibilité a I’infection par le VIH-1 (114, 389, 390). D’autres SNP dans
les génes codant pour TLR3 (25) et pour I’IRF-1 sont associé€s a une protection virale (391).
Des facteurs sécrétés antiviraux comme par exemple des (-chimiokines, des défensines,
¢lafine, des inhibiteurs de protéases (SLP-I), des protéines immunomodulatrices modulant les
PRR empéchant I’activation immune, les inhibiteurs de cathepsines (serpine b) et cystatine
sont d’autres mécanismes de I’immunité innée qui ont été corrélés a la résistance chez des
individus HESN supportant le role clé du microenvironnement épithéliale et de I’immunité
innée dans le maintien de la résistance contre l’infection par le VIH-1 (128, 392-394).
L’efficacité de la réponse immunitaire de premicre ligne détermine le niveau de difficulté avec

lequel le VIH-1 doit faire face pour établir une infection productive.

1.2.7 Les cohortes de HESN comme modele de protection naturelle contre

la transmission sexuelle du VIH-1

Il y a une sous-population d’individus identifiés qui demeurent non infectés par le VIH-1 bien
qu’ils aient été exposés a répétition (réf. section 1.1.6.4) (395). Cette sous-population est d’un
fort intérét dans I’identification de mécanismes potentiels de résistance contre 1’infection par
le VIH-1. Des réponses cellulaires T et B spécifiques ont été¢ identifi¢ dans 50% des sujets
HESN suggérant que d’autres mécanismes de protection contre le VIH-1 existent (381, 396).
Des mécanismes de résistance par la réponse immunitaire innée sont aussi €tudiés; par
exemple, 1’augmentation de [’activité des cellules NK corréle avec une protection dans
quelques cohorts HESN a haut risque d’infection virale, incluant les usagers de drogues
intraveiveuses, les couples discordants pour ’infection par le VIH-1 et les enfants nés de
femmes infectées par le VIH-1 (397, 398). Les all¢les pour les récepteurs KIR3DL1/S1 des
cellules NK ont aussi été associés a la protection chez des sujets HESN usagers de drogues
intraveiveuses et chez des couples discordants pour I’infection par le VIH-1 (115, 399, 400).
D’autres mécanismes de protection par I’immunité innée ont été observés dans des cohortes
HESN, comme par exemple des réponses DC accrues par la sécrétion de facteurs anti-viraux

(B-chimiokines, défensines) (392, 401, 402). Dans certaines cohortes HESN, un r6le important
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est attribué au microenvironnement épithélial et au systeme immunitaire inné dans la
résistance a ’infection par le VIH-1 (98, 99, 126). De toute évidence, I’'immunité innée,
produisant les réponses de premieres lignes, est déterminante dans 1’établissement ou non

d’une infection productive par le VIH-1 (24).

1.2.7.1 La cohorte béninoise

La cohorte béninoise est le cceur de mes travaux de recherche; il est alors important de bien la
définir. Les TS faisant partie du projet de recherche ont été recrutées via une Clinique (Le
Dispensaire pour les Infections Sexuellement Transmises (DIST)) dédiée aux TS a Cotonou au
Bénin, Afrique subsaharienne. Les femmes devaient venir a 9 visites de suivi a 3 mois
d’intervalle chacune (étude longitudinale). Les femmes sélectionnées pour participer a cette
étude spécifique ont été divisées en 2 groupes : les TS non-infectées par le VIH-1 (n=22) et les
TS infectées par le VIH-1 non traitées (n=24). Un autre groupe, des femmes de la population
générale non-infectées par le VIH-1 a faible risque d’exposition au VIH-1 (n=13) ont été
recrutées dans une clinique de santé générale a Cotonou. Un recrutement est en cours, en ce
moment, pour pouvoir avoir plus de femmes contrdles de la population générale et plus
d’échantillons pour ainsi compléter les analyses qui n’ont pas pu étre comparées avec un
groupe contréle par manque d’échantillons de cytobrossage du col utérin.

Les femmes étaient excluent de 1’étude si elles étaient agées de moins de 18 ans, menstruées
lors des visites, ou enceintes. Lors de la visite de recrutement, les femmes ont répondu a un
questionnaire pour que nous ayons acces a leurs informations démographiques personnelles, a
leur comportements sexuels, a savoir depuis combien de temps elles pratiquent le travail du
sexe, le nombre de partenaires sexuels, 1’utilisation de préservatifs, a savoir si elles pratiquent
des douches vaginales et pour savoir si elles ont déja été enceintes et si elles ont des enfants.
Toutes les participantes ont subi un examen médical complet par un médecin. Des échantillons
vaginaux ont été prélevés pour le diagnostique d’ITS (candidose, trichomonase et vaginose
bactérienne) par examens microscopiques et par gPCR (HSV-2).

Des ¢écouvillons endocervicaux ont été prélevés pour tester pour les infections par Neisseria
gonorrhoeae et Chlamydia trachomatis en utilisant le systtme BD ProbeTec ET (Strand
Displacement Assay).

Du sang périphérique a ¢été prélevé pour tester pour les infections par le VIH et le VSH-2,
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pour doser la progestérone et pour des analyses génotypiques ultérieures. Le plasma et le
sérum ont été gardé a - 80°C jusqu’a leur utilisation.

La séropositivité a ét¢ déterminée par la présence d’anticorps IgG anti-VIH-1 a I’aide du test
Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab. Les échantillons non-réactifs ont été considérés
séronégatifs pour le VIH alors que les échantillons réactifs ont été testés avec le test Genie 11
HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Les échantillons qui ont été réactifs pour VIH-1 et
ceux qui ont été non-réactifs suite a ce dernier test (¢chantillons discordants) ont été ensuite
testés par le INNO-LIA HIV I/II Score (Innogenetics NV, Technologiepark 6, Gent, Belgium).
La charge virale plasmatique a ét¢ déterminée pour toutes les femmes infectées par le VIH-1 a
I’aide du test VERSANT HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA) (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Tarrytown NY).

Les TS et les femmes non-TS venant de la population générale a faible risque d’infection
sélectionnées pour répondre aux objectifs de cette étude précise, €taient dans leur 4 a 6 années
de travail du sexe (pour les TS), étaient agées de 20 a 60 ans, négatives pour VSH-2 dans
leurs lavages cervico-vaginaux (LCV) par qPCR, ne prenaient aucun contraceptif oral,
n’avaient aucune IST ni signe ou symptome clinique et €taient toutes dans la phase folliculaire
de leur cycle menstruel (Réf. Annexe 1).

La notion de compartimentalisation immunitaire (immunité systémique versus mucosale) a été
observée ; ¢’est-a-dire que les médiateurs de I’inflammation retrouvés dans le sang (en qualité
et en quantité) ne correspondaient pas avec ceux retrouvés dans le lumen vaginal d’'une méme
femme. Une réaction inflammatoire locale dans le TGF des TS infectées par le VIH-1 a été
notée. L’augmentation de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et I[FN-y a
suggéré qu’il y avait une activation de la réponse immunitaire dans ce compartiment (403). De
plus, I’analyse de I’expression des chimiokines nous a permis de constater la présence d’une
migration des cellules immunitaires du sang vers le TGF de ces femmes (404). Ces facteurs
peuvent favoriser la dissémination et la perpétuation du virus au site d’infection ainsi que la
progression de la maladie. Cela nous a permis de reconfirmer I’importance de mieux
comprendre I’immunité mucosale au niveau de la porte d’entrée du virus.

En effet, plusieurs facteurs immunologiques et génétiques restent a étre élucidés ; nos études

préliminaires nous ont amené a poser les hypothéses suivantes.
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Les hypotheses de recherche

Chez les TS béninoises HESN, I’immunité naturelle protectrice contre I’infection par le VIH-1
pourrait étre associée a la capacité de 1’hdte a contrdler I’activation immune mucosale génitale
et systémique, a préserver I’intégrité de ces deux compartiments en modulant les conditions
inflammatoires a la porte d’entrée mucosale, limitant ainsi le recrutement de cellules cibles du

VIH-1, empéchant la pénétration du VIH-1 et I’établissement de 1’infection.

A) D’un point de vue immunologique, la résistance impliquerait:

1. La production d’IFN-I dans le compartiment mucosal génital permettant une
réponse antivirale efficace.

2. La production de molécules «tolérogéniques/régulatrices» dans le compartiment
mucosal génital restreignant I’inflammation, 1’activation immune et le recrutement

de cellules cibles du VIH-1 et a la porte d’entrée virale.

B) D’un point de vue génétique, ce phénotype «tolérogénique/régulateur» pourrait

aussi €tre prédéterminé.
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Les objectifs de recherche

1.3 Objectif principal

Etudier le profil d’expression des cellules épithéliales et myéloides mucosales dans la

modulation de I’environnement inflammatoire génital associé a une protection ou une

infection par le VIH-1.

1.4 Objectifs spécifiques

I.

Caractérisation des LCV par leur composition en molécules immunomodulatrices et
pro-inflammatoires (facteurs immunologiques solubles) a 1’aide d’immuno-essais.
Identification des populations cellulaires génitales composant les préleévements

cellulaires du col utérin a I’aide de marqueurs spécifiques.

Caractérisation du profil d’expression cytokinique des cellules épithéliales et

my¢loides mucosales génitales cervicales.

Evaluation de 1’association entre les facteurs immunologiques (solubles et

intracellulaires) et génétiques des TS.

Avant d’entamer la section articles scientifiques, pour ’article 2, il est trés important
de mentionner que tous les résultats concernant la caractérisation intracellulaire ont été
effectué sur des échantillons cellulaires provenant de TS VIH-1 HESN et de TS
infectées par le VIH-1. Au moment de faire cette analyse, il était impossible d’obtenir
des cellules provenant de femmes contréles de la population générale. Cependant,
aujourd’hui, ces échantillons controles ont été récoltés, sont en voie d’arriver a
Montréal, seront donc analysés de la méme fagon et comparés aux groupes de TS VIH-

1 HESN et de TS infectées par le VIH-1 (Réf. Perspectives).
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Abstract

Background: Most HIV infections are transmitted across mucosal epithelium. Understanding the role
of innate and specific mucosal immunity in susceptibility or protection against HIV infection, as well as
the effect of HIV infection on mucosal immunity, are of fundamental importance. HLA-G is a powerful
modulator of the immune response. The aim of this study was to investigate whether soluble HLA-G

(sHLA-G) expression in the female genital tract is associated with HIV-1 infection.

Methods and findings: Genital levels of sHLA-G were determined in 52 HIV-1-uninfected and 44
antiretroviral naive HIV-1-infected female commercial sex workers (CSWs), as well as 71 HIV-1-
uninfected non-CSW women at low risk of exposure, recruited in Cotonou, Benin. HIV-1-infected
CSWs had higher genital levels of sHLA-G compared with those in both the HIV-1-uninfected CSW (P=
0.009) and non-CSW groups (P= 0.0006). The presence of bacterial vaginosis (P= 0.008), and HLA-
G*01:01:02 genotype (P= 0.002) were associated with higher genital levels of sHLA-G in the HIV-1-
infected CSWs, whereas the HLA-G*01:04:04 genotype was also associated with higher genital level
SHLA-G in the overall population (P= 0.038). When adjustment was made for all significant variables,
the increased expression of sHLA-G in the genital mucosa remained significantly associated with both

HIV-1 infection (P= 0.02) and bacterial vaginosis (P= 0.03).

Conclusion: This study demonstrates that high level of sHLA-G in the genital mucosa is independently

associated with both HIV-1 infection and bacterial vaginosis.

Word count: 229
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Introduction

HIV vaccines and microbicides hold promise for preventing the acquisition of HIV-1 infection [1,2] but
successful design of such agents requires a clear understanding of the mechanisms of HIV-1
transmission at the initial site of infection [3]. Most HIV-1 infections occur during heterosexual
intercourse, and women are more likely to become infected than men [4]. Initial exposure to HIV-1
during sexual transmission occurs in the genital tract; however, little is known about HIV-1-specific

immune responses at this site, as well as the effect of HIV-1 on mucosal immunity.

Human leukocyte antigen (HLA)-G is a non-classical major histocompatibility class | protein,
characterised by limited polymorphism and tissue-restricted distribution. HLA-G is expressed as
membrane-bound (HLA-G1, -G2, -G3 and -G4) and soluble (HLA-G5, -G6, -G7) isoforms as a result of
alternative splicing [5]. The major isoforms present in the plasma are soluble HLA-G (sHLA-G)-1 and -
G5 which are generated by shedding or proteolytic cleavage of membrane-bound HLA-G1 isoform and
by secretion of a soluble form, respectively. Under physiological conditions, sHLA-G levels correlate
with gender and HLA-G genetic polymorphisms. The level of sHLA-G is higher in women than in men
[6]. Healthy individuals carrying the HLA-G*01:01:03 and HLA-G*0105N alleles have lower plasma
SHLA-G levels than subjects carrying the more frequent HLA-G*01:01:01 allele. In addition, individuals
with the latter allele have lower plasma sHLA-G levels than those with the HLA-G*01:04 allele.
Polymorphisms in the 3’-untranslated region (3’'UTR) can also affect the production of HLA-G
molecules. The presence of a 14-bp sequence insertion in HLA-G 3’'UTR has been associated with
lower levels of sHLA-G in serum of healthy subjects [7-9]. HLA-G expression can be induced during
pregnancy [10], antiretroviral (ART) therapy [11,12] and in pathological conditions such as autoimmune
diseases, cancers, transplantations, and viral infections [13]. HLA-G molecules inhibit the activity and
mediate apoptosis of natural killer (NK) cells and cytotoxic CD8" T cells [14—17], as well as CD4" T cell

proliferation [18] and induce tolerogenic dendritic (DC) and regulatory T cells [19-22].
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The immunosuppressive properties of HLA-G might contribute to the susceptibility to HIV-1
infection. Recent studies have shown that HLA-G polymorphisms are associated with altered risks of
heterosexual acquisition [23-25] and vertical transmission [26,27] of HIV-1. Plasma sHLA-G
expression, at the protein level, was recently associated with increased risk of HIV-1 infection and
more rapid disease progression [19,28,29]. However, initial exposure to HIV-1 during sexual
transmission occurs in the female genital tract and no data are available on the possible association
between genital HLA-G expression and susceptibility to HIV-1 infection. We have therefore measured
the genital levels of sHLA-G in HIV-1-infected and HIV-1-uninfected female commercial sex workers
(CSWs), as well as HIV-1-uninfected non-CSW women at low risk for exposure to investigate whether

sHLA-G expression is associated with HIV-1 infection.

Methods

Study population: Female CSWs were enrolled through a dedicated sex worker clinic in Cotonou,
Benin and were divided into two groups: HIV-1-uninfected CSWs (n = 52) and ART-naive HIV-1-
infected CSWs (n = 44). The HIV-1-uninfected non-CSW control subjects at low risk for exposure (n =
71) were enrolled from a general health clinic in Cotonou. Women were invited to participate in the
study as they attended clinics. Women were excluded from the study if < 18 years old, menstruating, or
pregnant. At enrolment, participants were asked to answer a questionnaire about demographic
information, sexual behaviour, duration of prostitution, 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 and bacterial vaginosis by
microscopic examination. 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, HLA-G and CCR5 genotypes
determination. Plasma and serum were kept frozen at - 80°C until use. HIV-1 positivity was defined by
the presence of HIV-1 antibodies tested with Vironostika HIV Uni-Form Il Ag/Ab (Organon Teknika,

Boxtel, The Netherlands). Non-reactive samples were considered HIV-seronegative, whereas reactive
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samples were tested with Genie Il HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Genie Il 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 I/ll Score (Innogenetics NV, Technologiepark 6, Gent, Belgium).
Viral loads were determined in the plasma of all HIV-1 infected CSWs using VERSANT HIV-1 RNA 3.0
Assay (bDNA) (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown NY). DNA samples were genotyped
for the CCR5 32-bp deletion allele and all women were found to be homozygous for the wild-type

allele.

Mucosal sample collection and preparation: Cervicovaginal lavage (CVL) samples were obtained
from all study participants by a physician, using a 10-ml syringe filled with sterile phosphate-buffered
solution and aimed directly into the cervical os. CVL fluids were then collected, transferred immediately
into 20 ml of RPMI-1640, kept on ice, and processed within 1 hour. CVL samples were centrifuged at
1500 r.p.m. for 10 min to remove cells and debris, and supernatants were stored at — 80°C until
shipped on dry ice to Montreal, Canada. CVL samples were concentrated with Amicon Ultra-15 5 kDa

(Millipore, Billerica MA) prior to sHLA-G measurement.

Soluble HLA-G measurements and HLA-G genotyping: sHLA-G CVL levels were measured using
the Human sHLA-G Immunoassay kit (Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA), which allows
simultaneous detection of HLA-G1 and -G5 soluble proteins without discrimination. The final
concentration of sHLA-G in the CVL sample was determined as follows: concentration obtained with
the sHLA-G Elisa assay (units per ml)/(CVL concentration factor) x total CVL volume prior to
concentration. HLA-G alleles were determined by direct DNA sequencing analysis of the nucleotide
regions encompassing HLA-G exons 2-4 and using purified DNA from blood samples as described
previously [30]. HLA-G 3-UTR polymorphisms were determined according to the protocol previously

described by [31].
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Statistical analysis: Statistical analysis was performed using the GraphPad PRISM 5.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). One-way analysis of variance and ’ tests were used to assess
the significance of the associations between continuous and categorical variables across all study
groups. Comparisons of continuous and categorical variables between two groups were assessed by
the Mann-Whitney U and ? or Fisher exact tests, respectively. Spearman’s rank test was used to
determine correlations between continuous variables. Multiple logistic regression analysis was used to
define independent predictors identified as significant in the crude analysis. Odds ratio (OR) and 95%
confidence interval (Cl) were calculated with the exact method. Differences were considered significant

at P <0.05 or P =0.015 when comparing two or three groups, respectively.

Ethics statement: Written informed consent was obtained from all subjects who participated in the
study and the investigation reported in this paper was approved by the Comité National Provisoire

d’Ethique de la Recherche en Santé in Cotonou and the CHUM Research Ethics Committee.

Results

Sociodemographic and clinical characteristics of the study population are described in Table 1. These
data were collected to address the issue of confounding variables for risk of HIV-1 infection. The three
groups were similar with respect to age, days from last menses, vaginal douching, and the presence of
vaginal candidiasis. The HIV-1-infected CSWs were more likely to have a bacterial vaginosis (P=
0.003) than the HIV-1-uninfected non-CSWs. The HIV-1-unifected non-CSWs, were less likely to have
Chlamydia trachomatis or Neisseria gonorrhoeae genital infections than the HIV-1-uninfected
(P=0.027) and HIV-1-infected (P=0.022) CSW groups. The average number of clients was higher in
HIV-1-uninfected CSWs than in HIV-1-infected CSWs (P= 0.044), whereas the duration of sex work,

and condom use were equivalent between the two CSW groups.
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HIV-1-infected CSWs had significantly higher levels of sHLA-G in their CVL samples (94 £ 145
units/ml) than did the HIV-1-uninfected CSWs (35 £ 53 units/ml; P= 0.009) and the HIV-1-uninfected
non-CSW women (26 + 53 units/ml; P= 0.0006) (Figure 1). There was no significant correlation
between the HIV-1 plasma viral load and the sHLA-G level in the CVLs of the HIV-1-infected CSWs

(P=-0.162, P= 0.344).

Since sHLA-G expression has been associated with HLA-G polymorphism [7-9], we looked at
the distribution of sHLA-G levels, either between study groups or in the total population, according to
the HLA-G genetic variants (Table 2). The HLA-G*01:01:02 genotype, in the heterozygous or
homozygous states, was associated with increased expression of genital sHLA-G in HIV-1-infected
CSWs compared with those in both the HIV-1-uninfected CSW (P= 0.051) and non-CSW (P= 0.002)
groups. In the overall population, women carrying the HLA-G*01:04:04 heterozygous or homozygous
genotypes expressed the highest levels of genital sHLA-G molecules when compared with those
expressed by women harbouring other genotypes (P= 0.038). However, there was no significant
association between HLA-G alleles and sHLA-G levels within the three groups taken separately.
Because HLA-G polymorphism can also be associated with HIV-1 infection [23-27], we looked at the
distribution of the HLA-G genetic variants among the study groups (Table 2) and found no significant
association between HLA-G alleles and HIV-1 infection (data not shown). The presence of bacterial
vaginosis could potentially affect the genital level of sHLA-G molecules and since the rate of bacterial
vaginosis was significantly higher in the HIV-1-infected CSWs (Table 1), we investigated the possible
correlation between sHLA-G levels and the presence of bacterial vaginosis (Table S1). We found that
the expression of sHLA-G in genital samples was significantly associated with bacterial vaginosis

among the HIV-1-infected CSWs (P= 0.035).

When adjustment was made for all significant variables found in the crude analysis (HIV-1

infection, bacterial vaginosis, HLA-G*01:01:02 and HLA-G*01:04:04 genotypes), the expression of
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sHLA-G in the genital mucosa remained significantly associated with both HIV-1 infection (OR: 3.0,

95% Cl =1.17-7.53, P= 0.02) and bacterial vaginosis (OR 3.4, 95% CI = 1.10-10.5, P= 0.03).

Discussion

High level of sHLA-G in the genital mucosa is associated with HIV-1 infection in Beninese CSWs. In
the present study, we have carefully controlled for potential confounding factors that could influence
HLA-G expression such as gender [6], pregnancy [10], ART therapy [11,12] and HLA-G polymorphism
[7-9]. All study participants were ART-naive nonpregnant women. The HLA-G*01:01:02 and HLA-
G*01:04:04 genotypes were significantly associated with sHLA-G expression in the crude analysis but
these associations disappeared after adjustment was done for HIV-1 infection. In contrast to previous
studies [23-25], HLA-G polymorphism was not associated with risk of HIV-1 infection among the
Beninese CSWs. The relatively small number of subjects analysed in each groups have limited the

power of the present study to reproduce previous findings.

We have previously measured the level of sHLA-G in the blood of these women and found that
HIV-infected CSWSs had lower plasma levels when compared to HIV-uninfected CSWs and non-CSWs.
This is in sharp contrast with that found in the genital mucosa of these women. The discordance in the
production of sHLA-G between the two compartments may depend on local factors such as immune
cells, micro-organisms and derived products that could affect sHLA-G expression. sHLA-G plays a
crucial role in the regulation of both innate and adaptive immunity by modulating the function of DC, NK
and T lymphocytes [14-22]. These effects depend on interactions of HLA-G molecules with inhibitory
receptors expressed on myeloid cells (immunoglobuline-like transcripts (ILT)-4), on myeloid and
lymphoid cells (ILT-2) and on NK cells (killing inhibitory receptor (KIR)-2DL4) [32]. The outcome of the
immune response may therefore vary according to the specific interactions of sHLA-G with the different
types of cells and receptors. Interaction of sHLA-G with ILT-2 receptor on DC and NK cells decreased

the release of interferon (INF)-y and increased the production of interleukin (IL)-10 and transforming

growth factor (TGF)-f [33,34]. IL-10 has been shown to induce HLA-G expression [35] and HLA-G can
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also stimulate IL-10 expression in peripheral blood monocytes [36]. Triggering ILT-4 by sHLA-G
induces tolerogenic DC and T regulatory cells [20,37]. On the other hand, interaction of sHLA-G with
KIR2DL4 receptor on peripheral blood monocytes and NK cells promotes the production of pro-
inflammatory cytokines and chemokines [36,38—40]. We have previously measured the cytokine and
chemokine expression patterns in the genital samples of our study subjects and found that HIV-1-
infected CSWs had significantly higher levels of INF-y, tumor necrosis factor (TNF)-a, monocyte
chemotactic protein (MCP-3/CCL7) and monokine induced by IFN-y (MIG/CXCL9) compared with
those in both the HIV-1-uninfected CSW and non-CSW groups [41,42]. The same observation was
made for IL-18 and IL-8 (data unpublished). High level of IL-13 and TNF-a in the female genital tract
has been associated with enhanced HIV-1 shedding at this site [43]. The inflammatory response
observed in the genital mucosa of HIV-1-infected women may promote the recruitment, differentiation
and activation of immune cells, which act as targets favouring viral replication and viral dissemination
at the initial site of infection. As to whether sHLA-G is directly involved in the induction of such mucosal
inflammation via its interaction with KIRD2L4 on monocytes and NK cells in the female genital tract
remains to be confirmed. Although the genital mucosa levels of sHLA-G correlate significantly with
those of the cytokines and chemokines in the HIV-1-uninfected groups, these correlations were not
significant in the HIV-1-infected CSW group (Tables S2 and S3). Thus, in the absence of HIV-1, genital
levels of the immunosuppressive sHLA-G molecules and pro-inflammatory cytokines and chemokines
are low and correlate to maintain mucosal homeostasis. Conversely, in the presence of HIV-1, there is
an aberrant and independent production of both factors in the female genital tract that may reflect a
viral strategy of immune piracy, allowing for the simultaneous production of chemokines/cytokines to

recruit and activate HIV-1 target cells and sHLA-G to induce immune tolerance towards HIV-1.

Interestingly, the increased level of sHLA-G in genital samples was also significantly associated
with the presence of bacterial vaginosis. Although HIV-1-infected CSWs had higher levels of sHLA-G
and were more likely to have a bacterial vaginosis than the HIV-1-uninfected non-CSWs, the

association between sHLA-G levels and bacterial vaginosis remained significant after adjusting for
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HIV-infection. This suggests that genital sHLA-G level is independently associated with both bacterial
vaginosis and HIV-I infection. Bacterial vaginosis is an established risk factor for HIV infection [44,45].
It has been suggested that bacterial vaginosis increases risk of HIV infection by inducing a clinical or
subclinical mucosal inflammatory response, recruiting target cells and breaching of intact cervico-
vaginal mucosa [46]. Indeed, bacterial vaginosis has been associated with increased levels of IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a, RANTES (CCL5), macrophage inflammatory protein (MIP-10/CCL3) and
MIP-1p (CCL4) in genital samples [47-49]. However, bacterial vaginosis was not associated with the
production of these cytokines and chemokines in the genital tract of the Beninese women (Tables S4

and S5).

Altogether, these results suggests that in the context of HIV-1 infection, sHLA-G expression in
the female genital tract is a complex process modulated by many factors such as HIV-1, bacterial
vaginosis HLA-G genotypes, and cytokine/chemokine expression patterns, which may all contribute to
an immunological environment promoting viral replication and escape from the mucosal immune

response.
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Figure 1 Mean genital soluble HLA-G levels according to the study groups. Statistical significance of
differences in the genital levels were evaluated with the Mann-Whitney U test. CSW, commercial sex

worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1
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Table 1 Distribution of demographic, sexual behaviour and genital tract infection characteristics in HIV-1-

uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-1-uninfected non-CSW women.

HIV-1-uninfected HIV-1-infected = HIV-1-uninfected P

CSWs CSWs non-CSWs value®

N=52 N=44 N=71
Age, mean (SD), years 34.4 (12.3) 34 (8.7) 32.6 (9.4) NS
Duration of sex work, mean (SD), years 43 (3.2) 4.1 (2.6) NA NS
Number of clients last week, mean (SD) 17.1 (14.0) 11.3(11.0) NA 0.044
Days since last menses, mean (SD) 17.1 (13.0) 18.2 (15.4) 19.1 (12.3) NS
Vaginal douching 50/52 (96%) 42/43 (98%) 65/71 (93%) NS
Condom always used with clients past month 39/52 (75%) 22/39 (56%) NA NS
Bacterial vaginosis 33/51 (65%) 34/43 (79%) 36/71 (51%) 0.009"
Candidiasis 4/51 (8%) 5/44 (11%) 15/71 (21%) NS
NG and/or CT infections 7/46 (15%) 6/39 (15 %) 2/72 (3%) 0.029°

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N: number of

participants; NA: non applicable; NG/CT: Neisseria gonorrhoeae/ Chlamydia trachomatis,

NS: nonsignificant; SD, standard deviation.

*P-values for the comparison across all groups were calculated with one-way ANOVA
analysis of variance for the age and days since last menses; Mann-Whitney U test for the

duration of sex work and average number of clients; Chi-square test for vaginal douching,

condom use, bacterial vaginosis, candidiasis, and NG/CT infections.

®P=0.125 for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-infected CSWs,

P=0.105 for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-uninfected non-

CSWs, and P=0.003 for the comparison between HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected

non-CSWs as determined by Chi-square test.
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¢ P=0.987 for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-infected CSWs,
P=0.027 for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-uninfected non-
CSWs, and P=0.022 for the comparison between HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected

non-CSWs as determined by Fisher exact test.

Table 2. Genital soluble HLA-G levels in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-1-

uninfected non-CSW control subjects according to the HLA-G gene polymorphism.

HACA-G HIV-T-unmntected HIV-T-infected HIV-T unmnfected P-value Total population P-value
CSWs CSWs non-CSWs

allele N Levels N Levels N Levels N Levels

01:01:01 34 59.4 (148) 20 113(230) 33 48.0 (86) NS 87 67.0(152) NS

01:01:02 15 64.5(203) 14 191 (259) 15 3.9(12) 0.034¢ 44 84.0(200) NS

01:03 11 47.8 (73) 11 59.4 (109) 8 12.2 (27) NS 30 42.6 (81) NS

01:04:01 4 48.2 (96) 7 171 (228) 14 18.0 (49) NS 25 65.6 (142) NS

01:04:04 20 118 (248) 19 118 (165) 12 31.8 (59) NS 51 97.6 (188) 0.038

0105N 8 307(32) 5 67.4 (151) 10 14.1(42) NS 23 315(75) NS

3'UTR SNP®

3777 (clc) 12 81.8(228) 5 61.6 (107) 13 6.5 (21) NS 30 458 (151) NS

3952 (ala) 27 86.7 (217) 11 64.6 (134) 27 39.1(77) NS 65 64.0 (158) NS

14-bp (I/1) 6 16.4 (36) 7 97.7 (135) 6 0.45(1.1) NS 19 41.3 (92) NS

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; I, insertion,
N, number of participants; NS, nonsignificant; SD, standard deviation; SNP, single nucleotide
polymorphism; UTR, untranslated region

Data are mean (SD)
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? P-values for the comparison between all groups were calculated with one-way analysis of variance
test.

® P-values were calculated with Mann-Whitney U test

° Presence of the allele in the homozygous or heterozygous states

4P=0.051 for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-infected CSWs, P=0.153 for
the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSWs and P=0.002 for
the comparison between HIV-1-infected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSWs as determined by
Mann-Whitney U test

® Presence of the variants in the homozygous state
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Table S1 sHLA-G genital levels according to the presence or absence of vaginosis in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-

1- uninfected non-CSW control subjects.

HIV-1-uninfected CSWs HIV-1-infected CSWs HIV-1-uninfected non-CSWs

Bacterial Vaginosis Bacterial Vaginosis Bacterial Vaginosis

N + N - P-value® N + N - P-value® N + N - P-value®
sHLA-G 33 81 (198) 18 42 (63) 0.460 34 118 (155) 9 110 (309) 0.035 70 80 (128) 44 55 (158) 0.007

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N, number of participants;
Data are mean (SD).

@ P-values were calculated with Mann-Whitney U test.
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Table S1 sHLA-G genital levels according to the presence or absence of vaginosis in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-

1- uninfected non-CSW control subjects.

HIV-1-uninfected CSWs HIV-1-infected CSWs HIV-1-uninfected non-CSWs

Bacterial Vaginosis Bacterial Vaginosis Bacterial Vaginosis

N + N - P-value® N + N - P-value® N + N - P-value®
sHLA-G 33 81 (198) 18 42 (63) 0.460 34 118 (155) 9 110 (309) 0.035 70 80 (128) 44 55 (158) 0.007

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N, number of participants;
Data are mean (SD).

@ P-values were calculated with Mann-Whitney U test.
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Table S2 Spearman’s correlations between soluble HLA-G and cytokine genital levels in

uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-1-uninfected non-CSW women.

HIV-1-uninfected

HIV-1-infected

HIV-1-uninfected

CSWs CSWs non-CSWs
N N N
IL-1beta 49 0.325 41 r 0.067 64 0.364
p value 0.023 p value 0.677 p value 0.003
IL-6 49 0400 42 r 0.221 67 r 0.477
p value 0.004 p value 0.160 p value <0.000
IL-8 47 0.208 43 r 0.046 63 -0.042
p value 0.016 p value 0.769 p value 0.746
IL-10 49 r 0.305 41 r 0.056 65 0.492
p value 0.033 p value 0.728 p value <0.000
TNF-alpha 49 ¢ 0291 42 r 0.072 66 r 0.323
p value 0.043 p value 0.648 p value 0.008
IFN-gamma 48 r° 0.349 42 r¢ 0.013 64 r 0.262
p value 0.015 p value 0.937 p value 0.037

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N: number of partic
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Table S3 Spearman’s correlations between soluble HLA-G and chemokine genital levels in HIV-1-

uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs, and HIV-1- uninfected non-CSW women.

HIV-1-uninfected HIV-1-infected HIV-1-uninfected
CSWs CSWs non-CSW controls
N N N
MCP-1 49 r 0.411 43 0.132 65 0.149
p-value 0.003 p-value  0.397 p-value 0.235
MCP-3 50 0.386 42 r -0.048 64 0.271
p-value 0.006 p-value  0.761 p-value 0.030
MIG 49 0.197 42 r -0.058 65 0.206
p-value  0.175 p-value 0.715 p-value 0.100
MIP-1 alpha 49 r° 0.239 42 r -0.045 65 r 0.185
p-value 0.100 p-value  0.775 p-value 0.137
MIP-1beta 49 r* 0.327 42 r 0.079 66 0.430
p-value 0.022 p-value  0.621 p-value 0.0003
RANTES 50 0.480 41 -0.063 65 r 0.312
p-value 0.0004 p-value  0.696 p-value 0.011

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N, number of participants;
Data are mean (SD).

? P-values were calculated with Mann-Whitney U test.
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Table S4 Cytokine genital levels according to the presence or absence of bacterial vaginosis in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected CSWs,

and HIV-1- uninfected non-CSW women.

HIV-1-uninfected CSWs

Bacterial vaginosis

HIV-1-infected CSWs

Bacterial vaginosis

HIV-1-uninfected non-CSW controls

Bacterial vaginosis

N + - P-value® N + - P-value* N + - P-value®
IL1beta 56 271 (577) 57.5(651)  0.361 45 224 (455) 157 (222) 0.632 68 151 (226) 616 (955) 0.067
IL-6 56 51.5(173) 83.3(93.6)  0.107 50  85.8(140)  28.1(27.3) 0.654 70 99.1(182) 121 (244)  0.174
IL-8 55 4392 (9896) 2130 (2152) 0.181 45 5518 (9211) 20562 (55063) 0.557 69 4245 (7650) 2500 (3748) 0.890
IL-10 56 0.93(1.9) 1.10 (3.2) 0.856 50  0.91(2.3) 0.84 (1.1) 0.262 71 2.45(4.0) 6.10 (27.1)  0.152
TNF-alpha 57 8.15 (15.6) 1.50 (3.1) 0.390 50 15.0 (26.1) 7.80 (9.9) 0.929 68 5.70 (12.2) 4.30(11.8) 0.108
IFN-gamma 54  1.20 (3.0) 0.17 (0.7) 0.548 50  12.3(30.4)  3.49 (6.5) 0.263 69  4.00 (11.7) 250 (13.7) 0.054

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N, number of participants;

Data are mean (SD).

@ P-values were calculated with Mann-Whitney U test.



Table S5 Chemokine genital levels according to the presence or absence of bacterial vaginosis in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected

CSWs, and HIV-1- uninfected non-CSW women.

HIV-1-uninfected CSWs

Bacterial vaginosis

HIV-1-infected CSWs

Bacterial vaginosis

HIV-1-uninfected non-CSW controls

Bacterial vaginosis

N + - P-value® N + - P-value* N + - P-value®
MCP-1 49 418 (144) 18.9 (31) 0.507 43 56.2 (%) 445 (56) 0.887 67  40.7 (95) 33.1(86) 0.858
MCP-3 50  13.3 (29) 7.30 (11) 0.783 42 134 (17) 14.7 (18) 0.555 67  7.00 (10.8) 4.70 (6.8) 0.875
MIP-1 alpha 50 2.50 (3.9) 4.90 (6.8) 0.078 42 2.50 (2.9) 5.50 (6.1) 0.129 67 1.4 0(1.6) 3.60 (9.8) 0.263
MIP-1beta 48  55.8 (67) 142 (122) 0.007 43 91.8(128)  185(219) 0.124 67  68.3(92) 158 (416) 0.351
RANTES 50  20.0 (41) 10.4 (19) 0.696 42 12.9(19) 48.2 (106) 0.274 68  6.70 (8.3) 4.40 (7.5) 0.124

CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; N, number of participants;

Data are mean (SD).

@ P-values were calculated with Mann-Whitney U test.
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Abstract

We and others have shown that HIV-1 highly-exposed seronegative (HESN) female
commercial sex workers (CSWs) maintain low genital inflammatory conditions to prevent
infection. HIV-1 is known to interact with toll-like receptors (TLR)-7/8 to induce production
of interferon (IFN)-o, an important antiviral, but also immunomodulatory cytokine.
Interleukin (IL)-10, human leukocyte antigen (HLA)-G and immunoglobulin-like transcript
(ILT)-4 have immunosuppressive capacities that act together with IFN-a to initiate a
tolerogenic/regulatory anti-inflammatory loop. As such, we have characterised and compared
TLR-7 as well as IFN-a, IL-10, HLA-G and ILT-4 expression profiles in the female genital
tract (FGT) of HIV-1 HESN and HIV-1-infected Beninese CSWs. Levels of IFN-a were
significantly higher in the genital samples of HIV-1 HESN CSWs compared to those observed
in HIV-1-infected CSWs. Moreover, genital myeloid HLA-DR+CD11c+CD14+ dendritic
cells of HIV-1 HESNs expressed higher levels of TLR-7, IFN-a, ILT-4, IL-10, and HLA-G
than did the HIV-1-infected CSWs. Interestingly, two regulatory CD8+ T-cell phenotypes
expressing IL-10 and transforming growth factor (TGF)-f were significantly increased in the
genital samples of HIV-1 HESN CSWs when compared with the HIV-1-infected CSWs.
Therefore, natural immunity/resistance to HIV-1 infection may be orchestrated by specific
mucosal tolerogenic/regulatory myeloid cell populations, which induce a potent antiviral but
regulated immune response to prevent excessive immune activation, lower HIV-1 target

availability, and maintain the integrity of the mucosal barrier.

Key Words: HIV-1, CSWs, tolerogenic/regulatory microenvironment
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Introduction

In 2012, an estimated 35.3 million people were living with HIV/AIDS worldwide. Most HIV-
1 infections are acquired through heterosexual intercourse, and in Africa, 60% of new HIV-1
infections affect women [1]. Vaccines and microbicides hold promise for preventing the
acquisition of HIV-1, but the success of designing such agents needs a better understanding of
the mechanisms of transmission and HIV-specific immune responses at the initial site of

infection.

The female genital tract (FGT) constitutes a main portal of entry for HIV-1, and plays a
critical role in protecting the host against pathogens while maintaining a tolerance to a
commensal flora. To this end, the FGT is provided with an array of protective mechanisms
from the innate and adaptive arms of the immune system to maintain a delicate balance
between protection and tolerance [2, 3]. FGT immunity is also tightly regulated by a
hormonal/inflammatory process throughout the menstrual cycle, having to deal with the
pressure of procreation and microbial control [4, 5]. The innate immune compartment of the
FGT involves genital epithelial cells (GEC), dendritic cells (DC), Langherans cells (LC),
macrophages, natural killer (NK) cells and neutrophils, which confer protection through the
production of antimicrobial agents, chemokines and cytokines [6-8]. GECs which form an
uninterrupted barrier between the lumen and underlying cells, have been shown to express
toll-like receptors (TLRs) 1 to 9, indicating the potential to respond to a wide range of
microbes/pathogens [8, 9]. Given the pivotal role that GECs play in the modulation of FGT
mucosal integrity [6-8], it is likely that sensing through TLRs is involved in regulating the

balance between tolerance vs defence, and modulating subsequent acquired immunity [7, 10].
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The FGT associated lymphoid organs are part of the mucosal associated lymphoid tissue
(MALT), which also include the gastro-intestinal (GALT) lymphoid tissue. Unlike the GALT,
the FGT does not include M cells or organised lymphoid crypts or follicles in the sub-mucosa
[11] but contain uterine lymphoid aggregates [12]. Local immunisations at the FGT level have
been shown to induce local CD8" CTL, IgG and IgA responses. However, mechanisms of
immune induction in the FGT remain poorly understood. The link with adaptive immunity
mainly involves DC, the latter which through pattern recognition receptor (PRR) sensing are
also involved in maintaining a homeostatic balance between tolerance and inflammation [6, 7,
13]. Cross-talk between epithelial cells and sub-mucosal DC involves immunoregulatory
cytokines and lead to activation of effector cells in the lamina propria. DC are also pivotal in
orchestrating adaptive immune responses by migrating to FGT mucosal associated draining

lymphoid organs to regulate B and T lymphocyte responses.

Mucosal exposure to HIV-1 in the absence of infection was documented in different
cohorts across the world, including the Beninese commercial sex workers (CSWs) [14, 15]
and evidence supports a major role for the FGT microenvironment and innate immune system
in sustaining resistance against HIV-1 infection [16]. The demonstration of the presence of
low-inflammatory conditions in the FGT of HIV-1 highly-exposed seronegative (HESN)
Beninese and Kenyan CSWs has recently been described [17-20]. However, the biological
impact of HIV-1 on FGT immunity and how infection could be avoided/controlled are still
largely unresolved partially because studies on HIV FGT immunity remain challenging,

principally due to the difficulty of recruiting participants, obtaining fresh samples, adequate
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numbers of viable cells, and controlling for major confounders such as sexually transmitted

infections, menstrual cycle and risk behaviours.

Based on our previous studies [19-21] and others [17, 22, 23], we hypothesized that
maintenance of low-inflammatory conditions in the FGT of HESN individuals helps to prevent
excessive immune activation and lower HIV-1 target availability, likely maintaining the
integrity of the mucosal barrier and reflecting in a healthy systemic immune compartment
[16]. In the present study, we aimed to further characterize the immune cells involved in the

production of the low inflammatory conditions observed in the FGT of HIV-1 HESN CSWs.

Material and Methods

Study population

Female CSWs were recruited through a dedicated sex worker clinic in Cotonou, Benin. Non-
CSW control subjects at low risk for exposure were enrolled from a general health clinic in
Cotonou. Women were invited to participate in the study as they attended clinics. Women
were excluded from the study if, they were less than 18 years old, menstruating, or pregnant.
At enrolment, participants were asked to answer a questionnaire about demographic
information, sexual 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
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Dickinson, Heidelberg, Germany). Peripheral blood was taken for HIV, syphilis and
progesterone testing by immunoassays. HIV-1 positivity was defined by the presence of HIV-
1 specific 1gG tested with Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab (Organon Teknika, Boxtel,
The Netherlands). Non-reactive samples were considered HIV seronegative, whereas reactive
samples were tested with Genie II HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Hercules, CA). Genie II dually
reactive samples (to HIV-1 and HIV-2) and discordant samples (Vironostika reactive/Genie II
non-reactive) were further tested by INNO-LIA HIV I/II Score (Innogenetics NV,
Technologiepark 6, Gent, Belgium). For the present study we selected samples from 22 HIV-
I-uninfected CSWs, 24 treatment-naive HIV-1-infected CSWs and 13 HIV-1-uninfected non-
CSW control subjects. The three study groups were similar with respect to age and they were
all in the follicular phase of their menstrual cycle, not taking oral contraception, had no co-
infections, bacterial vaginosis. trichomoniasis or candidiasis. Duration of sex work, average
number of clients during the past week, vaginal douching and condom use were equivalent
between the HIV-1-infected and HIV-1-uninfected CSW groups. The average blood CD4" T

cells count was 500 cells/mm? in HIV-1-infected CSWs.

Cervico-vaginal lavage (CVL) sample collection and preparation

CVL samples were obtained from all study participants by a physician, using a 10-ml syringe
filled with sterile 1x phosphate-buffered solution (PBS) and aimed directly into the cervical
os. CVL fluids were then collected, transferred immediately into 20 ml of RPMI-1640, kept on
ice, and processed within 1 hour. CVL samples were centrifuged at 1500 rpm for 10 min and
supernatants were concentrated on a 3 KDa Amicon membrane and were stored at -80°C until

shipped on dry ice to Montreal, Canada.
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Endocervical cell sample collection and preparation

Endocervical cells were collected using a cytobrush under speculum examination by inserting
the cytobrush into the cervix, rotating 360° and immediately placing in 5 mL of RPMI.
Cytobrush samples with visible blood contamination were excluded from further analysis.
Samples were kept on ice and processed within 1 hour. The cytobrush was vortexed, cells
were flushed out of the brush, mixed 1:1 in glycerol and cryopreserved in liquid nitrogen until

shipped in transport tanks to Montreal, Canada.

Cytokines measurement

Cytokines were measured in CVL samples using the ProcartaPlex immunoassay
(Affimetrix/eBioscience), which allows simultaneous detection of interferon (IFN)-f3,
interleukin (IL)-10, IL-17A, IL-22, and tumor necrosing factor (TNF)-a. IFN-a and IFN-y
were quantified by Bio-Plex cytokine/chemokine assay (Bio-Rad). Analysis was performed on
a Luminex® 200 System (Luminex Corpora- tion, Austin, TX, USA). The final concentration

for a given cytokine in the CVL sample was determined as follows: concentration obtained

with the Luminex analyser (pg ml_l)/(CVL concentration factor). The concentration factor

was calculated as follows: initial volume/final volume (after concentration). Samples below

the LDL were assigned a value of 0 pg ml~ L. Soluble HLA-G (sHLA-G) levels were
measured using the Human sHLA-G Immunoassay kit (Alexis Biochemicals, San Diego, CA,
USA), which allows simultaneous detection of HLA-G1 and -G5 soluble proteins without
discrimination. The final concentration of sHLAG in the CVL sample was determined as

follows: concentration obtained with the sHLA-G Elisa assay (units per ml)/(CVL
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concentration factor).

Multicolour Flow-Cytometry analyses

Endocervical cells from cytobrush samples were thawed, washed and processed for flow-
cytometry analysis. Briefly, a maximum of 2 X 10° endocervical cells per well were used for
staining. Live/dead exclusion was performed using Aqua-LIVE/DEAD Fixable Stain
(Invitrogen Life technologies, Eugene, OR, USA). Non-specific binding sites were blocked
using fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer (1x PBS, 2% heat inactivated (hi)-
FBS, and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and 10 ug mouse IgG (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, USA). The following conjugated mouse anti-human monoclonal
antibodies were used: anti-CD3-e fluor 605 NC, anti-CD138-Pe, anti-CD158a-Pe Cy7, anti-
CD3/anti-CD19/ anti-CD56-Per CP e fluor 710, anti-CD14-e fluor 605 NC, anti-CD11c-Pe,
anti-HLA-DR-APC 780, anti-BDCA2-Pe Cy7, and anti-CD11c Pe Cy7, anti-CD103-FITC,
anti-CD8-APC 780, anti-LAP-Pe, and anti-FOXP3-488 (eBioscience, San Diego, CA, USA);
anti-CD66b-FITC, anti-CD1a-a fluor 700, and anti-CD207-Pe, anti-ILT4-APC, anti-CD56-
Brilliant Violet 510, and rat anti-IL-10-Pe Cy7 (BioLegend, San Diego, CA, USA); anti
CDI19-FITC, anti-CD45-V450, anti-CD209-Pe CF594, and anti-CD45-V450, anti-HLA-G-
biotin/Streptavidin-Pe CF594, anti-IFN-a2b-Pe, anti-TLR7-FITC, anti-CDI11c-Pe CF594,
HLA-G-Per CP Cy5.5, anti-CD138-BV510, anti-CD4-a fluor 700, and anti-CCRS (CD 195)-
Pe CF504 (BD-Biosciences); anti-Pan Cytokeratin-APC (EXBIO Praha Czech Republic); anti-
CD19-Pacific Green (Life Technologies). Intracellular labelling was performed using the
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization kit and perm/wash buffer (BD-Biosciences).

Intracellular non-specific binding sites were blocked using perm/wash buffer containing 20%
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hi-FBS, 50% rat serum and 20 ug mouse IgG. Cells were kept at 4°C in 1.25%

paraformaldehyde for 18 hours prior to analysis. Data acquisition of 5X10% events per sample
was performed with LSRFortessa (BD-Biosciences), and analysis was done with FlowJo7.6.3
software (TreeStar, Ashland, OR, USA). All stainings were compared to that of fluorescence
minus one (FMO) values and isotype controls. Anti-mouse Ig(k) Compbeads (BD-
Biosciences) were used to optimize fluorescence compensation settings and calibrate the

LSRFortessa. Gating strategies could be found in the Figure 6.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the GraphPad PRISMS5.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA). A Fisher exact test was used to assess the significance of the
associations between categorical variables, Gaussian distribution was tested by D’Agostino
and Pearson omnibus normality test. One-way analysis of variance (Kruskal-Wallis test) and
Mann—Whitney U test were used for variables that were not normally distributed between 3
groups and 2 groups, respectively. Differences were considered significant at P<0.05 or

P<0.015 when comparing two or three groups, respectively.

Results

Cytokines and sHLA-G expression patterns in CVL samples from HIV-1-uninfected CSWs,

HIV-1-infected CSWs, and HIV-1-uninfected non-CSW control subjects.

The detection rates and expression levels of IFN-B, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-10, and 1L-22
were significantly higher in the CVLs from HIV-1-infected CSWs when compared to those

measured in the CVLs from both HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-uninfected non-CSW
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control subjects (Figure 1 B-G). sHLA-G detection rates and expression levels were
significantly higher in the CVLs from both HIV-1-infected and HIV-1-uninfected CSWs when
compared to those from HIV-1-uninfected non-CSW controls (Figure 1 H). Interestingly,
CVLs from HIV-1-uninfected CSWs had higher levels of INF-a than those from HIV-1-

infected CSWs (Figure 1 A).

Phenotypic characterisation of endocervical cell populations in cytobrush samples from HIV-

1-uninfected and HIV-1-infected CSWs

Cells of the epithelial, myeloid and lymphoid lineages were characterized in the cytobrush
samples following multi-colour flow cytometric analysis. The GECs (CD45-CK+) were the
most abundant cell population (42%) found in the endocervical samples followed by
CD45+CK-CD3-CD19-CD56- cells (41%). The latter group of cells were divided into two
groups based on HLA-DR expression; myeloid (HLA-DR+) cells (6%) and granulocytes
(HLA-DR-, CD66b+) cells (35%). Cells carrying markers of the lymphoid lineage CD45+CK-
CD3+ (T lymphocytes) or CD19+CD138+ (plasmablasts, and/or plasma cells) or CD56+ (NK
cells) represented 17% of the total cell population. The relative frequencies of these cell
populations in the HIV-1-infected CSWS were similar to those observed in HIV-1-uninfected
CSWs. Unfortunately, cytobrush samples from the HIV-1-uninfected non-CSW control

subjects were not available at the time of this study (Data not shown).

We then evaluated the GECs’ and myeloid cells’ expression of TLR-7, IFN-a, IL-10,
and HLA-G found to be of major importance for their antiviral and immune-regulatory

properties by us and others [21, 24-28]. The frequencies of GEC expressing TLR7, IFN-a and
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HLA-G were similar between the two groups (Figure 2 A, C, and G), whereas the mean
percentage of GEC expressing IL-10 in HIV-1-uninfected CSWs was higher than that
observed in HIV-1-infected CSWs (Figure 2, E). However, GEC levels of expression of TLR-
7, IFN-a, IL-10, and HLA-G were lower in HIV-1-uninfected CSWs when compared to those
found in HIV-1-infected CSWs (Figure 2 B, D, F, and H). In contrast, the percentages and
levels of expression of TLR-7, IFN-a, IL-10, HLA-G and ILT-4 in endocervical myeloid cells
were higher in HIV-1-uninfected CSWs when compared to those observed in HIV-1-infected
CSWs (Figure 3 A, B, C, D, F, H, and I) except for IL-10 and HLA-G for which the
percentage are similar for the two groups (Figure 3 E and G) and for ILT-4 for which the

levels of expression are similar for the two groups (Figure 3 J).

Further phenotypic characterization of the endocervical myeloid HLA-DR+ cells
revealed a population of cells expressing CD11ct+ CD14+ with increased frequencies in the
HIV-1-uninfected CSWs compared to the HIV-1-infected CSWs (Figure 4 A). This cell subset
mainly expressed CD103 (80%), CDla (66%), HLA-G (87%), IL-10 (85%) and IFN-
o (83%),and 1LT-4 (55%). However, a population of myeloid HLA-DR+ which were
negative for CD11c and CD14 expression were rather increased in the HIV-1-infected CSW
group compared to the HIV-1-uninfected CSWs (Figure 4 B), and these cells expressed the
same level of CDla (72%) but lower levels of CD103 (30%), HLA-G (40%), IL-10 (72%),
IFN-a. (65%), and ILT-4 (36%). There were two major phenotypically distinct myeloid HLA-
DR+ sub-populations, CD11ct+ CD14+ IFN-a+ IL-10+ and CD11c- CD14- ILT-4+ IFN-ot+
that were significantly increased in the HIV-1-uninfected CSWs when compared with the

HIV-1-infected CSWs (Figure 4 C and E), whereas we found one major sub-population that
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was significantly increased in the HIV-I1-infected CSWs when compared with the HIV-1-

uninfected CSWs: CD11c- CD14- IFN-a+ IL-10+ (Figure 4 D).

The percentages of endocervical CD4+T cells were similar between the two groups,
whereas the frequency of endocervical CD8+ T cells was higher in HIV-1-infected CSWs than
that observed in HIV-1-uninfected CSWs (Figure 5 A and B). Two distinctive CD8+ T cell
phenotypes, CD45+ CD3+ CD8+ IL-10+ and CD45+ CD3+ CD8+ LAP+, were significantly
increased in the HIV-1-uninfected CSWs when compared with the HIV-1-infected CSWs
(Figure 5 D and E). In contrast the percentage of CD45+ CD3+ CD8+ FOXP3- phenotype was
significantly increased in the HIV-1-infected CSWs when compared to the HIV-1-uninfected
CSWs (Figure 5 C). Flow cytometry analyses for the B and NK lineage cells will not be

presented herein as they require further experimentation.

Discussion

We and others have shown that HIV-1 HESN CSWs maintain low genital inflammatory
conditions to prevent infection [19-23]. To further our understanding of the mechanisms
conferring protection against HIV-1, we have characterized the genital immune cells and
inflammatory cytokine production associated with either infection or resistance to HIV-1 in

CSWs from Benin.

As expected, HIV-1-infected CSWs had higher percentages and levels of expression of

pro-inflammatory cytokines in their genital fluids than did the HIV-1 HESN CSWs and HIV-
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I-uninfected non-CSW controls (Figure 1). HIV-1 viral envelop glycoproteins, single-stranded
RNA, and possibly viral DNA have been shown to activate DCs and GECs via endosomal
TLR-7, TLR-8 and 9 or cytosolic RIG-I and MDAS leading to the induction of type I IFN via
the IRF-3/IRF-7 pathway and the induction of pro-inflammatory molecules such as TNFa
through the NF-kB pathway [29]. High extracellular levels of IL-10 are associated with
inflammation and immune dysregulation in the context of HIV-1 infection [30-33]. Moreover,
it has been shown that mucosal epithelial cells (genital and intestinal) respond directly to
envelope glycoproteins of HIV-1 by upregulating inflammatory cytokines. Sustained
inflammation leads to barrier impairment, increasing epithelium permeability and allowing for
microbial translocation, which highly contributes to the chronicity of inflammation/activation
[34]. The relatively high levels of IL-22 in HIV-1-infected CSWs may possibly reflect an
attempt from the infected host to preserve mucosal integrity [35]. IL-22 in conjunction with
IL-17A or IL-17F synergistically induced the expression of [-defensin 2 and other
antimicrobial peptides (SI00A9, SI00A7 and S100AS8) [36]. Interestingly, IFN-a. levels were
significantly higher in the CVLs from HVI-1 HESN than in CVLs from HIV-1-infected
CSWs. The relatively high IFN-a levels in the HIV-1 HESN could be critical to sustain
restriction factors in cells at the portal of entry for the virus. Following viral infection, the
induced interferons can upregulate a myriad of interferon-stimulated genes (ISGs), which have
been shown to interfere with multiple viruses at various life cycle stages [26, 37-39].
Moreover, a recent study demonstrated that blockade of the IFN-I receptor caused reduced
antiviral gene expression, increased SIV reservoir size and accelerated CD4" T cell depletion

with progression to AIDS [40].
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GECs from HIV-1 HESN CSWs maintained low levels of expression of TLR7, IFN-a,
IL-10, and HLA-G when compared to those observed in HIV-1-infected CSWs (Figure 2). In
contrast, endocervical myeloid HLA-DR+ cells from HIV-1 HESN CSWs expressed higher
levels of TLR-7, IFN-a, IL-10, and HLA-G than did those cells from the HIV-1-infected
CSWs (Figure 3), possibly to promote a potent antiviral and yet at the same time
immunoregulatory response, as observed in the HIV-1 HESNs (Figure 1). Furthermore, we
found two phenotypically distinct populations of myeloid HLA-DR" cells, CD11c+ CD14+
IFN-o+ IL-10+ and CDIllc- CDI14- ILT-4+ IFN-a+, which relative percentages are
significantly increased in HIV-1 HESN CSWs (Figure 4 C and E). The fact that we found a
significant increase in IFN-a expression to be associated with phenotypically distinct myeloid
HLA-DR" cells in endocervical samples of HIV-1 HESN CSWs supports the notion that
production of IFN-o may be tightly regulated and restricted in these individuals. These
myeloid HLA-DR" cells expressed also high levels of CD1a and CD103, which correspond to
their function as sentinels poised to respond to and translate microbial antigens to cells of the
innate and adaptive immune response [41]. Also, similarly to murine CD103+ DCs [42],
human CD103+ DCs found throughout the gut lamina propria are thought to be more effective
at promoting T regulatory (Treg) responses and therefore play a central role in maintaining
tolerance and tissue homeostasis [43, 44]. Inversely, the myeloid HLA-DR+ CD11c- CD14-
IFN-a+ IL-10+ population which frequencies are significantly increased in the FGT of HIV-1-
infected CSWs (Figure 4 C) expressed lower levels of CDI14, CDllc, and CDI103.
Interestingly, in contrast to CD103+ DCs, gut CD103- DCs have a more immunogenic

phenotype in both the steady state [45] and in an inflammatory context [46]. Moreover,
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CD103" intestinal mouse DCs have been shown to induce differentiation of IFN-y and IL-17-

producing effector T cells. [47].

The myeloid HLA-DR+ IFN-o+ cells in the endocervical samples of HIV-1 HESN
CSWs expressed higher levels of HLA-G, IL-10 and ILT-4 molecules than those observed in
HIV-1-infected CSWs (Figure 7 and 8). In vitro studies demonstrated that monocyte derived
immature DCs CD14- CDI11c+ HLA-DR+ treated with IL-10 and/or IFN-a were rendered
“tolerogenic” and upregulated the inhibitory receptors ILT-3 and ILT-4, which promoted their
capacity to induce Tregs [24, 48]. IL-10 is known to have immunoregulatory properties [49],
and is involved in differentiation of long-lasting antigen—specific T-cell anergy and type 1
Tregs (Trl) [50]. In addition to IL-10, it has been shown that other cytokines, such as IFN-a
[51] can also promote Trl cell differentiation. IL-10 is one of the key cytokines inducing
HLA-G expression on myeloid cells [52]. The engagement of the inhibitory molecules ILT-2,
ILT-3 and ILT-4 on myeloid cells by HLA-G prevents the up-regulation of costimulatory
molecules, inhibits maturation and allows them to promote the differentiation of CD4+Tregs
[25, 53]. Recently, it has been reported that, in addition to its membrane-bound form, soluble
HLA-G (sHLA-G) also plays a role in promoting the induction of Tregs [54]. Amodio and
colleagues newly identified a subset of “tolerogenic” DCs, named DC-10 that secrete high
amounts of IL-10, express high levels of HLA-G and ILT-4 and bind CD4" HLA-G" T-cells at
the fetal maternal interface, where they may contribute to tolerance [28]. Furthermore, Gregori
and colleagues have demonstrated that these DC-10 favour induced Tregs (Trl) via an IL-10-
dependent ILT4/HLA-G pathway [27]. Interestingly, two distinctive CD8+ T cell phenotypes,

CD45+ CD3+ CD8+ IL-10+ and CD45+ CD3+ CD8+ LAP+, were significantly increased in
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the endocervical samples of HIV-1 HESN CSWs when compared with the HIV-1-infected
CSWs (Figure 5 D and E) CD8" T cells expressing IL-10+ or LAP (latency-associated
protein)/transforming growth factor (TGF)-f+ have been shown to have potential regulatory
capacities (Figure 7 and 8). Indeed, CD8+ Tregs act via a cell contact suppression mechanism
(class I restricted) [55] to exert their inhibitory effects on T cell proliferation and cytokine
production [56, 57]. Moreover, CD8+ Tregs act by secreting the immunosuppressive cytokines
IL-10 and TGF-f [58, 59]. It was also shown that an IL-10+ CD8+T cells played a protective
role in a murine colitis model, indicating a role in regulatory immune response [60]. In
addition, an HIV-specific CD8+ T cell population that mediated in vitro suppression of HIV-
specific effector function through the production of TGF-f as been described [61] but the
contribution of these TGF-f+ CD8+ T cells to the immune dysfunction observed in HIV

infection is currently unknown.

We suspect that myeloid HLA-DR" cells characterized herein are monocyte derived
populations and/or DCs, either resident and/or recruited to FGT. However, further phenotypic
and functional characterisations are required to confirm the exact nature of these cells, and
whether they represent different populations or stages of differentiation remain to be
established. The same applies for the two phenotypically distinct populations of CD8+ T cells

that express IL-10+ or TGF-p+ in endocervical samples of HIV-1 HESN CSWs.

Overall our results support the hypothesis that natural immunity/resistance to HIV-1
infection may be orchestrated by specific mucosal tolerogenic/regulatory myeloid cell

populations, which induce a potent antiviral but regulated immune response to prevent
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excessive immune activation, lower HIV-1 target availability, and maintain the integrity of the

mucosal barrier.
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Figure 1. Distribution of IFN-a, IFN-f, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-10, IL-22 and sHLA-G
cervicovaginal lavage levels according to the study groups. Sample measurements below the
Lower Detection Limit (LDL) for each assay were assigned a value of 0. Cytokine values are
expressed in pg/mL and sHLA-G values are expressed in U/mL. Cytokine levels were also
dichotomized as detectable and undetectable in all analysis and are represented in percentage
of producing women. P-values for the comparison across all groups were calculated with the
Kruskal-Wallis test. P-values for the comparison between two groups were calculated with a
Mann-Withney U test. Data shown are Mean + SD. * p<0.05 and **p<0.001. CSW,
commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; IFN, interferon; IL,

interleukine; TNF, tumor necrosis factor, and sHLA-G, soluble human leukocyte antigen-G.
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Figure 2. Endocervical epithelial cells. Mean relative frequencies and GeoMFI of TLR-7, IFN-
a, IL-10 and HLA-G expressing cells according to the study groups. Statistical significance of
differences of the relative frequencies and GeoMFI of expressing cells were evaluated with
Mann-Withney U test. *p<0.05. CSW, commercial sex worker; TLR, Toll-like receptor; IL,

interleukine; IFN, interferon; HLA, human leukocyte antigen.
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Figure 3. Endocervical myeloid HLA-DR+ cells. Mean relative frequencies and GeoMFI of
TLR-7, IFN-a, IL-10, HLA-G, and ILT-4 expressing cells according to the study groups.
Statistical significance of differences of the relative frequencies and GeoMFI of expressing
cells were evaluated with Mann-Withney U test *p<0.05 and ***p<0.0001. CSW, commercial
sex worker; TLR, Toll-like receptor; IL, interleukine; IFN, interferon; HLA, human leukocyte

antigen; ILT, immunoglobulin like transcript.
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LAP+ T cells. Statistical significance of differences of the relative frequencies of expressing
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La Discussion

Comprendre les mécanismes naturels de protection contre I’infection par le VIH-1 est
prioritaire dans le développement de vaccins et microbicides efficaces. Le travail de recherche
présenté dans cette thése a focalisé sur la caractérisation de molécules susceptibles d’étre
impliquées dans des mécanismes d’immunité naturelle de défense chez des femmes TS VIH-1
HESN. 1l est judicieux de penser qu’il existe probablement plus d’un mécanisme vu la
complexité des réponses immunitaires pouvant €tre engendrées suite a une rencontre virus-
hote. Toutefois, ces femmes VIH-1 HESN ont naturellement la capacit¢ de résister a
I’infection par le VIH-1, possiblement, principalement en controlant le niveau inflammatoire
au TGF lorsque I’on compare avec un groupe de femmes TS infectées par le VIH-1. Ce
dernier groupe de femmes est infect¢ depuis une période indéterminée, a une charge virale
sanguine de 30 000 copies/mm’ de sang en moyenne, un nombre de cellules T CD4+ de
570/mm’ de sang en moyenne, n’est pas traité et démontre un niveau inflammatoire plus élevé
au TGF.

Il est capital de mentionner que la sélection (critéres d’inclusion) des participantes a cette
étude a été effectuée d’une manicre tres restrictive de fagon a pouvoir répondre a nos
hypotheses de recherche efficacement et avec le plus de fiabilité possible. Tous les parametres
(facteurs confondants) pouvant influencer la modulation de I’inflammation/activation
cellulaire du compartiment mucosal génital tels que la phase du cycle ovulatoire, la prise de
contraceptifs oraux, les IST (gonorrhée, chlamydia, syphilis, HSV-2, candidose, trichomonase,
vaginose bactérienne), les meeurs sexuels et hygiéniques ont été considéré. De plus, d’autres
facteurs comme le nombre d’années de travail du sexe d’une maniére active, 1’utilisation de
préservatifs et le nombre de partenaires par semaine ont €té répertorié€s et pris en compte dans
la sélection des femmes.

Il est aussi important de spécifier que la présence d’ARNm Gag du VIH-1 a été détecté
dans des mDC cervicales de femmes VIH-1 HESN (2 échantillons sur 3) et VIH-1-
infectées (2 échantillons sur 3) ce qui pourrait constituer une preuve de la rencontre
réelle de ces femmes avec le VIH-1 (Réf. Annexe 4). De plus, il sera essentiel de procéder a
la caractérisation de réponses, telles que IgA, 1gG et CTL envers le VIH-1 chez les femmes

HESN (sérum et LCV) afin de supporter une exposition et réponse au virus par ces individus
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(Réf. Perspectives). En ce sens, nous avions trouvé des IgA dirigés contre la gp 140 dans les
LCV des femmes HESN de la cohorte béninoise précédente (Lajoie, Poudrier, Roger non-
publi¢é). Il est certain que la détection de la présence de ces anticorps doit étre accompagnée
d’¢tudes fonctionnelles, telles que activit¢ de neutralisation et ADCC pour les IgG et
neutralisation et inhibition de transcytose pour les IgA (Réf. Perspectives).

L’ hypothese centrale de cette thése est que, la modulation des conditions inflammatoires a la
porte d’entrée génitale mucosale, serait un facteur de protection contre I’infection par le VIH-
1. Nous avons abordé cette hypotheése par I’évaluation et la comparaison de facteurs
immunitaires dans des spécimens provenant des TS VIH-1 HESN et des TS VIH-1
séropositives sans traitement de la cohorte de TS de Cotonou au Bénin, Afrique sub-
Saharienne. Une étude fonctionnelle utilisant un modele expérimental in vitro devrait suivre a
la caractérisation présentée ici afin de mieux comprendre les résultats présentés dans cette
thése. Nous observons que, dans le groupe des TS VIH-1 HESN, les niveaux de médiateurs
pro-inflammatoires présents dans la muqueuse vaginale sont plus faibles que ceux mesurés
chez les TS VIH-1 séropositives. De surcroit, nous avons démontré que I’[FN-a est un facteur
soluble majeur faisant partie de I’environnement génital des TS VIH-1 non-infectées HESN.
Cette étude a démontré que les cellules épithéliales endocervicales genitales (CEG) des TS
VIH-1 HESN maintiennent un faible niveau d’expression de TLR7/9, d’IFN-a, d'TL-10 et
de HLA-G mais un haut pourcentage de cellules exprimant I’IL-10 lorsque comparées aux
femmes infectées par le VIH-1 dénotant un faible niveau d’activation cellulaire. Toutefois, les
spécimens endocervicaux des TS VIH-1 HESN sont aussi composés de cellules my¢loides
HLA-DR+ qui expriment des niveaux €levés de TLR-7, IFN-a, IL-10, HLA-G et ILT-4, ce
qui leur confere possiblement la capacité de promouvoir une réponse antivirale efficace et en
méme temps immunorégulatrice. Une analyse plus exaustive nous a permis d’identifier deux
populations phénotypiquement distinctes au sein de la population endocervicale myeloide
HLA-DR+ chez les TS VIH-1 HESN et qui étaient moins représentées chez les TS VIH-1
séropositives, soit 1) HLA-DR+ CD11c+ CDI14+ IFN-o+ IL-10+ et 2) HLA-DR+ CDllc-
CD14- ILT-4+ IFN-oa+. Cette caractérisation nous porte a penser que la population de cellules
my¢éloides HLA-DR+ pourrait comporter des mDC par la présence de marqueurs CD103,

CDla et ILT-4 rapportés chez les DC mucosales. De plus, nous observons ’expression de
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marqueurs retrouvés sur les DC dites «tolérogéniques». Malgré ces faits, il est impossible, a ce
stade-ci de 1’étude, de confirmer la nature exacte de ces DC. Il en est de méme pour les deux
phénotypes majeurs de cellules T CD8+ exprimant IL-10 et TGF-f identifiés dans les
spécimens endocervicaux des TS VIH-1 HESN.

Les médiateurs immunologiques solubles dans le TGF des femmes de la

cohorte béninoise

Ce volet de 1’é¢tude a bénéficié de la présence de spécimens provenant d’un groupe controle de
femmes de la population générale de Cotonou au Bénin. Comme rapporté ci-haut et dans nos
études précédentes ainsi que par d’autres (23, 392, 403, 404), les TS infectées par le VIH-1 ont
un environnement extracellulaire génital pro-inflammatoire comparé aux TS VIH-1 HESN qui

ont plutot un bas profil inflammatoire.

IFN-B, IFN—y, IL-10, TNF-a, 17A et [L-22

Nous avons démontré que les TS infectées ont un profil pro-inflammatoire dans leur TGF
caractérisé par des niveaux d’IFN-f, d'IFN-y et d'IL-10 augmentés et que le pourcentage de
femmes avec production détectable de ces cytokines est significativement plus élevé que dans
les groupes des TS HESN et controles. En effet, dans une étude similaire réalisée dans notre
laboratoire, il a été rapporté, dans le LCV et le sérum que des niveaux extracellulaires plus
¢levés d’IFN-y étaient observés chez des femmes TS infectées par le VIH-1 en comparaison
avec des femmes TS HESN et controles (403).

Pour mieux comprendre les résultats obtenus il faut, en premier lieu spécifier que, les
interférons sont classifiés selon trois types majeurs: Les IFN de type I
(a (14 sous-types), B, w, €), les interférons de type II (IFN-y) et les interférons de type III
(IFN-A (IL-28 et IL-29)). Ils se distinguent de par la spécificité de leurs récepteurs,
I’homologie dans leurs séquences en acides aminés, leurs locus génétiques, et le type cellulaire
qui les produisent. Les IFN de type I induisent un état cellulaire anti-viral, inhibent la
prolifération cellulaire et modulent la survie/I’apoptose, la différenciation et la migration

cellulaire. Leurs actions peuvent étre locales ou systémiques et ils agissent sur une grande
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variété de cellules impliquées dans les réponses innées et adaptatives. Aussi, puisqu’ils sont
produits rapidement en réponse a un stimulus, ils sont considérés comme étant des effecteurs
clés de I’'immunité innée faisant le pont avec I’'immunité adaptative (recrutement et régulation
cellulaire). Cependant, comme pour plusieurs autres cytokines, une réponse IFN excessive est
toxique et semble contribuer a la pathogénese de maladies autoimmunes et cause de multiples
effets secondaires (405-407).

Généralement, toutes les cellules du corps peuvent produire des IFN de type I, mais les
cellules hématopoiétiques en sont la source prédominante, surtout les pDC. Ces derniéres ont
un haut niveau d’expression d’IRF-7 (facteur transcriptionnel primordial dans la production
des IFN type I), d’une maniere constitutive, comparativement aux autres cellules chez qui
I’expression de ce facteur de transcription est plus bas et doit étre initié par une premiere
boucle d’amplification par I’IFN- avant la production des autres sous-types d’IFN-I (405).
Tous les sous-types d’IFN-I lient le récepteur IFNAR, démontrant une forte affinité pour la
sous-unité¢ IFNAR?2 et une plus faible affinité pour la sous-unité IFNAR1. Normalement, les
IFN-I lient premierement IFNR2 qui est suivi du recrutement de la sous-unité¢ IFNR1 initiant
la signalisation par la voie canonique de signalisation Jak-Stat résultant en I’activation de la
transcription des ISG (Interferon Stimulated Genes). Dans notre étude, les niveaux génitaux
d’IFN-a et IFN-f ne vont pas dans le méme sens. En effet, chez les TS VIH-1 infectées, les
niveaux génitaux d’IFN-f sont ¢levés, ceux pour I’IFN-a sontbas eton observe le
phénomene inverse chez les TS VIH-1 HESN. Ceci n’est pas €tonnant étant donné que ces
deux cytokines ont des activités fonctionnelles différentes. Par exemple, I'IFN- est plus
efficace dans I’induction des voies apoptotiques et antiprolifératives que I’'IFN-a et est aussi
connu pour jouer un role dans la production de TNF-a induit par les LPS (408). Une étude a
démontré que, dans un contexte pro-inflammatoire et ou il y a une toxicité induite par les LPS,
I’IFN-B peut utiliser une voie de signalisation alternative qui est IFNR1 dépendante/IFNR2
indépendante et qui exacerbe la toxicité du milieu par les LPS en conditions inflammatoires
(409). Dans notre étude, il est donc possible de croire que I'IFN-f3 sécrété dans le TGF des
femmes infectées par le VIH-1 pourrait emprunter cette voie alterne par le IFNR1 seul et

favoriser la pathogénese de 1’infection.
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Ensuite, pour ce qui est de ’'IFN-y, cette cytokine pro-inflammatoire qui est augmentée a la
muqueuse génitale des femmes infectées par le VIH-1, il a été démontré, dans le tractus
gastro-intestinal que la réplication virale ainsi que la déplétion des cellules T CD4+
coincidaient avec une augmentation marquée de la transcription de geénes impliqués dans
I’activation immune et I’inflammation (410). Aussi, des études effectuées chez des femelles
rhésus macaques infectées génitalement par le VIS ont démontré la présence de réponses
cytokiniques pro-inflammatoires a la muqueuse génitale et dans les tissus lymphoides
drainants, ce qui corrélait avec la réplication virale dans ces tissus (411).

De plus, il a été constaté que les cellules T CD8+ composant la muqueuse génitale de femmes
infectées par le VIH-1 produisaient de I’'I[FN-y en réponse au VIH in vitro (412). Dans un
modele murin intestinal in vivo, il a aussi été réveélé que I’IFN-y pouvait jouer un role dans
I’augmentation de la perméabilité épithéliale et alors favoriser le phénoméne de translocation
microbienne vue dans I’infection par le VIH (413). Dans la muqueuse génitale des femmes
infectées par le VIH-1, 1’augmentation des niveaux de cytokines/chimiokines pro-
inflammatoires pourrait favoriser le recrutement de cellules cibles, par chimiotactisme, pour la
réplication du VIH-1 et la progression de I’infection.

En ce qui concerne I’'IL-10, nous observons que les niveaux génitaux sont augmentés chez les
TS VIH-1 infectées. Ceci est en accord avec le fait que I’[L-10 a été démontré comme étant
aussi associ¢ avec I’inflammation, ’activation cellulaire et la dérégulation immunitaire dans
I’infection par le VIH-1 (48, 98, 101, 414). Il est aussi connu que la production d’IL-10 est
induite suite a une stimulation des monocytes humains par la protéine Tat du VIH-1 (415). Un
autre groupe a démontré que la production d’IL-10 correle avec la progression de I’infection,
son expression est augmentée dans plusieurs types cellulaires et supprime les réponses T
CD4+ et T CDS8+ effectrices VIH-spécifiques chez des individus virémiques (416).
Récemment, dans notre laboratoire, il a ét¢ démontré que des fréquences de cellules B totales
exprimant I’IL-10 dans le sang de patients infectés par le VIH-1 progresseurs rapides et
classiques étaient augmentées comparé a celles observées dans des donneurs non infectés par
le VIH-1 favorisant 1’activation des cellules B et I’activité suppresssive des cellules T, et

prévenant 1’éradication virale dans le contexte de la progression de 1’infection (98).
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Les TS infectées par le VIH-1 ont démontré des niveaux d’expression de TNF-a, 17A et [L-22
et des pourcentages de femmes avec production détectable plus élevés que les TS VIH-1
HESN et que les femmes du groupe contrdle. Il a été démontré que les cellules épithéliales
(génitales et intestinales) répondent directement aux glycoprotéines de I’enveloppe du VIH-1,
augmentant I’expression de cytokines inflammatoires incluant TSLP (52), MIP-3a (107) et
TNF-a (417) qui mene a un disfonctionnement de la barriere €pithéliale.

Comme abordé¢ précédemment, ce dysfonctionnement résulte en une perméabilité accrue de la
barriere physique et pourrait étre responsable du passage de virus et bactéries présents dans le
lumen, vers la muqueuse dans la lamina propria et ensuite au niveau systémique. Ce
phénomeéne est celui de la translocation microbienne et est un €¢lément clé dans 1’activation
immune chronique observée chez les individus infectés par le VIH-1 (417, 418). De plus, il a
été observé que I’IL-22, combiné a I’IL-17A ou I'IL-17F, des cytokines pro-inflammatoires
sécrétées par Th17 (linéage distinct des cellules T CD4+ effectrices), induit 1I’expression de
métalloprotéinases, B-défensine 2 et d’autres peptides antimicrobiens (S100A9, S100A7 et
S100AR8) et participe a la régulation de génes associés avec I’immunité innée de la peau. Ces
cytokines sont immunoprotectrices de la muqueuse en conditions d’immunosurveillance mais
pathogéniques en condition proinflammatoire (419). Finalement, comme dans notre étude,
Kaul et al, ont trouvé que les TS VIH-1 HESN du Kénya démontrent une basse production
d’IL-17/IL-22 et d’autres cytokines proinflammatoires dans les compartiments sanguins et

génitaux en comparaison avec les TS infectées par le VIH-1 (396).

HLA-G

Pour ce qui est de HLA-G soluble, les femmes VIH-1 non-infectées HESN et les femmes
controles ont eu des niveaux d’expression et des pourcentages de production détectable de
cette molécule plus bas qu’il a été observé chez les femmes infectées par le VIH-1. Ce dernier
résultat confirme ce qui avait été observé dans une cohorte (étude de cas) similaire de femmes
TS béninoises étudiées auparavant dans notre laboratoire faisant d’ailleurs I’objet du premier
article composant cette these. Dans I’article 1, HLA-G soluble génital a été associ¢ a

I’infection par le VIH-1. Les femmes de cette premiere cohorte avaient été caractérisé en ce

qui a trait aux alleles de HLA-G. Les génotypes HLA-G*01 :01 :02 et HLA-G*01 :04 :04 ont
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été associé avec I’expression de HLA-G soluble au TGF. Cependant, suite a un ajustement par
une analyse de régression logistique multiple, il n’y avait plus d’association.

Contrairement a des études précédentes (127, 386, 420), le polymorphisme de HLA-G n’a pas
été associé avec I’infection par le VIH-1 dans notre cohorte de femmes. HLA-G soluble joue
un rdle crucial dans la régulation de I’immunité innée et adaptative en modulant les fonctions
des APC (DC), des cellules NK et des cellules T (421-423). La régulation par HLA-G soluble
est déterminée par les interactions entre des molécules de HLA-G avec des récepteurs
inhibiteurs présents a la surface cellulaire. Le plus souvent, les cellules myéloides expriment
les récepteurs ILT-3 et ILT-4, les cellules lymphoides expriment ILT-2 et les cellules NK
expriment les KIR (Killer Inhibitory Receptor). Les réponses immunitaires résultantes
dépendent donc de la nature de I’interaction entre HLA-G et un type de récepteur. La plupart
du temps, la réponse engendrée par la liaison de HLA-G a son récepteur est suppressive et
favorise la tolérance immunitaire.

Cependant, la liaison de HLA-G a KIR 2DL4 sur des monocytes du sang périphérique et sur
des cellules NK favorise plutdt la production de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires
(424, 425). Enfin, I’étude décrite dans 1’article 1 révele qu’en absence du VIH-1 (chez les TS
HESN et le groupe controle non-TS non-infecté), les niveaux de HLA-G, cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires sont bas dans la muqueuse génitale, suggérant le maintien de
I’homéostasie dans ce compartiment. Inversement, en présence du VIH-1, a été observée une
forte production des facteurs immunosuppressifs et pro-inflammatoires, reflétant possiblement
une stratégie d’évasion virale, supprimant certaines fonctions effectrices cellulaires induisant
une tolérance immunitaire au VIH-1 tout en favorisant le recrutement de cellules cibles. De
plus, ce qui a été intéressant de noter dans la premicre étude est que les niveaux élevés de
HLA-G soluble ont été associés a la présence de vaginose bactérienne dans les échantillons de
LCV des femmes de 1’¢tude.

Méme suite a un ajustement statistique tenant en compte la variable VIH-1, I’association entre
HLA-G soluble et la vaginose bactérienne demeure, ce qui suggere que les niveaux de HLA-G
soluble sont associés avec la vaginose bactérienne et avec l’infection par le VIH-1
indépendamment. La vaginose bactérienne étant un facteur de risque établie pour ’infection
par le VIH-1 (426, 427). Les résultats de 1‘étude de la deuxieme cohorte de femmes TS

béninoises (voir article 2) vont dans le méme sens et suggerent que dans le contexte d’une
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infection par le VIH-1, I’expression de HLA-G soluble dans le TGF est un processus
complexe pouvant étre modulé par plusieurs facteurs comme le VIH lui-méme, la vaginose
bactérienne, certains génotypes de HLA-G et certains patrons d’expression de
cytokines/chimiokines. Ces facteurs peuvent tous contribuer, plus ou moins, a I’initiation d’un
environnement immunologique favorisant la réplication virale et 1’évasion des réponses
immunitaires mucosales. La présence augmentée de HLA-G soluble a la muqueuse génitale
est donc associée a I’infection par le VIH-1 et pourrait étre un mécanisme potentiel d’évasion

viral utilisé par le VIH-1 (126).

B—chimiokines (Réf. Annexe 5)

Cette section discute de nouveaux résultats qui ne font pas partis de 1’article en préparation
(chapitre 2). Pour ce qui est des P—chimiokines (type C-C) CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a)
et CCL4 (MIP-1p), les femmes contrdles ont démontré des niveaux d’expression plus faibles
que les femmes TS VIH-1 HESN et que les femmes TS VIH-1 infectées. Dans une étude
précédente (404), utilisant des échantillons de LCV provenant de femmes TS ayant des
caractéristiques socio-démographiques similaires aux femmes TS de 1’étude présente, les
niveaux de CCL3 génitaux étaient significativement plus €levés chez les femmes HESN que
chez les femmes infectées par le VIH-1, suggérant que CCL3 pourrait étre un facteur de
protection contre 1’infection par le VIH-1. Aussi, des niveaux génitaux plus élevés de CCL2 et
de CCL4 ont été observé dans les LCV des TS infectées versus les TS HESN. Cette différence
dans les résultats pourrait €tre attribuée au fait que les femmes de la cohorte précédente étaient
atteintes de co-infections (IST) et pour cette raison il est difficile de comparer ces deux
cohortes de femmes.

CCL3 (MIP-1a) et CCL4 (MIP-1), produites par les cellules T CD8+ dans I’infection aigué,
ligands du corécepteur CCRS, ont été associées avec I’inhibition de I’infection par des souches
virales RS restreignant la dissémination virale (428). Cette observation suggere que chez les
TS VIH-1 HESN les B-chimiokines pourraient étre produites trés tot des la rencontre avec le
virus et entreraient en compétition avec le VIH-1 pour le corécepteur CCRS5 en les bloquant,
les rendant ainsi indisponibles pour I’attachement du VIH-1 a sa cellule cible. A 1’opposé,

chez les TS VIH-1 infectées, ces méme [-chimiokines ont une expression augmentée
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probablement parce qu’elles sont produites plus tard dans I’infection, que le virus a déja
franchis les premicres lignes de défense, s’est répliqué et a engendré de I’inflammation. La
conséquence d’un environnement génital hautement inflammatoire est 1’attraction de plus de
cellules cibles au site d’entrée virale. De plus, il a été démontré que 1’infection par le VIH-1 et
des protéines dérivées du virus comme gp120, Nef, la protéine de la matrice (p17) et Tat, in
vitro et in vivo, augmentent significativement 1’expression et la sécrétion de CCL2 et autres
B—chimiokines (428).

Pour CCL5 (RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), les
femmes TS VIH-1 infectées ont démontré des niveaux génitaux significativement plus élevés
que les femmes TS HESN et que les femmes contrdles; ce méme résultat avait été obtenu avec
la cohorte précédente. En effet, une autre étude a aussi démontré que des niveaux génitaux de
RANTES ont été corrélés avec 1’augmentation du nombre de cellules cibles pour le VIH-1
(cellules TCD4+ et DC immatures) dans la muqueuse cervicale (402).

En bref, les cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, dans le milieu extra-cellulaire du TGF
des TS VIH-1 infectées pourraient favoriser la progression de 1’infection par le recrutement
continu de cellules cibles en vue d’augmenter la réplication et la dissémination virale au-dela
du site initial de I’infection (205) tandis que les TS VIH-1 HESN démontrent la présence d’un
environnement mucosal non-inflammatoire et en homéostasie lorsque comparé aux femmes
controles de cette étude. Il est a noter que pour plusieurs cytokines/chimiokines, les niveaux de
production sont plus bas dans le groupe contrdle comparativement aux deux autres groupes de
TS. Ceci est probablement reli¢ au travail du sexe lui-méme. Les femmes du groupe controle
pourraient démontrer une tolérance au liquide séminal de leur conjoint, par opposition aux
femmes TS qui sont en contact avec différents liquides séminaux de différents partenaires sur
une base réguliere. Des études suggerent que le liquide séminal a des propriétés
inflammatoires qui pourraient de plus augmenter les risques de transmission du VIH-1 (429,

430).
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IFN-a

Les TS VIH-1 HESN nous ont permis d’identifier la cytokine IFN-o comme étant un
médiateur soluble important du milieu extracellulaire du TGF de ces femmes lorsque comparé
au milieu extracellulaire du TGF des TS VIH-1 infectées.

Une étude précédente dans notre laboratoire, réalisée a I’aide d’échantillons de CVL et
sanguins provenant d’une cohorte semblable de femmes TS VIH-1 HESN, TS VIH-1 infectées
et non-TS non infectées de Cotonou au Benin, nous avait permis, dans un premier temps de
caractériser et comparer I’environnement génital et systémique dans un contexte de contrdle
versus infection au VIH-1 (8, 126, 403, 404).

Aussi, a l’aide de ces échantillons, nous avions vérifi¢ la présence de quelques
polymorphismes génétiques (SNP ; single nucleotide polymorphism) chez les femmes de cette
cohorte au niveau d’intermédiaires de signalisation faisant partie de la voie d’induction de
I’IFN-a.. Nous avions recherché des SNP dans les génes de TLR-7, TLR-8, TLR-9, IRF-7 et
IFN-A17, ayant déja été répertoriés dans la littérature comme ayant un effet sur la production
d’IFN-a (Réf. Annexe 2). La présence des SNP recherchés a été décelée chez les femmes de la
cohorte sans toutefois qu’il n’y ait d’association avec les niveaux d’IFN-a, sauf pour I'IRF-7,
ou un SNP (rs 1061502) a pu étre associ¢ avec une diminution des niveaux d’IFN-
a extra et intracellulaire dans le groupe des TS VIH-1 infectées. Ce SNP n’a cependant pas pu
étre associé a I’infection par le VIH-1. Ce résultat suggére que, les participantes infectées par
le VIH-1 de I’étude actuelle possedent possiblement ce SNP dans le géne de I'IRF-7 qui
régulerait a la baisse leurs niveaux génitaux d’IFN-a. Ceci devra étre vérifié dans une étude
ultérieure (RéEf. perspectives) (Résultats non-publiés, Annexe 3).

Par ailleurs, il pourrait étre possible que les TS VIH-1 HESN soient capables de réagir
normalement a wune stimulation virale en controlant 1’expression des IFN-
a comme identifi¢ dans leur TGF (production similaire aux contrdles). Ceci suggere qu’une
production d’IFN-o de maniere contrdlée et homéostatique comme vu chez les TS VIH-1
HESN, pourrait étre critique dans ’induction des genes antiviraux (ISG) pour soutenir une
présence efficace de facteurs de restrictions a la porte d’entrée mucosale.

Une étude récente chez le macaque a démontré que le blocage des récepteurs IFNRI et II

occasionne une baisse d’expression de genes antiviraux, une augmentation de la grandeur des
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réservoirs du VIS et une déplétion des cellules T CD4+ accélérée avec une progression de
I’infection vers le SIDA. Contrairement, une administration initiale d’ IFN-a2 a augmenté
I’expression de genes antiviraux et a prévenu une infection systémique. Cependant, un
traitement continu a I’ IFN-a2 a induit une désensibilisation et diminué I’expression des genes
antiviraux démontrant 1I’importance de la synchronisation dans la production des IFN I dans
I’induction efficace d’une réponse immunitaire innée contre I’infection aigué€ par le VIS (431).
Le fait que les TS VIH-1 infectées démontrent 1’absence d’un état antiviral adéquat est peut
étre une des causes de I’infection mais pourrait aussi en étre la conséquence. Une combinaison
d’ISG est requise pour obtenir un contréle fort et complet de la réplication virale et une
différence quantitative dans 1’expression des ISG peut expliquer la variabilit¢ d’efficacité des
réponses antivirales dépendamment des contextes T auxiliaire. Par exemple, Touzot et al, ont
observé que CCL20 était induite par la présence de I’IFN-a, dans un contexte Th17 (432).

Par ailleurs, 'IFN-a est aussi apte a induire un phénotype régulateur, chez la souris, en
présence d’IL-10 (433). IL est de plus rapporté que I’'IFN-a était utilis€¢ dans le traitement de
maladies infectieuses (VHC) et néoplasique (mélanome malin) et chaque environnement
inflammatoire spécifique a une maladie a induit une réponse IFN spécifique, démontrant la
diversité des effets observés avec les IFN utilisés a des fins thérapeutiques (434).

Des microenvironnements tissulaires inflammatoires complexes sont composés de
combinaisons de cytokines qui caractérisent les processus inflammatoires. IFN-a est une
cytokine pléiotropique, son récepteur étant exprimé d’une manicre ubiquitaire dans plusieurs
tissus. L’IFN-a agit dans une diversité de contextes inflammatoires caractérisant différentes
conditions physiopathologiques comme vu dans I’infection par le VIH-1. Touzot et al. ont
aussi démontré que, une seule cytokine, ici I'IFN-a, peut effectivement conduire a une
multiplicité¢ de signatures transcriptionnelles dans des cellules cibles dépendamment de
I’environnement cytokinique spécifique. Ils proposent le concept de flexibilit¢ combinatoire
comme I’habileté de ’IFN-a a induire une grande diversité de réponses, et d’états fonctionnels
associés, quand elle agit en combinaison avec d’autres cytokines (432). Par exemple, dans
notre ¢étude, chez les TS VIH-1 HESN, la présence d’IFN-a semble induire un environnement
anti-viral qui favorise la résistance a I’infection par le VIH-1 comparé aux TS infectées par le

VIH-1.
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Les conclusions tirées de ’analyse de cette section sur les facteurs solubles immunologiques
retrouvés dans le TGF doivent €tre prises en considération car les expériences ont été
effectuées avec conscience et minutie, cependant, la méthode de prélevement et de
concentration des sécrétions vaginales, méme suivant des protocoles rigoureux, introduisent
un facteur de dilution (solution de PBS) qui est difficile a évaluer donc, un certain facteur
d’incertitude méme si un facteur de concentration est appliqué au niveau de 1’analyse des
résultats. La caractérisation et comparaison qualitative et quantitative des CVLs quant aux
cytokines et chimiokines sont limitées en interprétation. Méme considérant les différences
sociales et démographiques entre les individus et la caractérisation cellulaire phénotypiques du
TGF, une ¢étude fonctionnelle sera nécessaire pour corroborer les conclusions énoncées dans
cette these.

Aussi, il est important de mentionner que les types et niveaux de cytokines/chimiokines
retrouvés solubles dans les CVLs sont le résultat de la sécrétion de plusieurs types cellulaires,
c’est pourquoi il sera difficile d’associer un type cellulaire précis avec la présence d’un

médiateur immunologique sécrété (Réf. Figures 10 et 11).

Caractérisation phénotypique des cellules épithéliales, myéloides et des

cellules T mucosales génitales cervicales

Il est a noter que pour ce dernier volet de I’étude, il a été impossible d’obtenir des femmes
controles non-TS non-infectées de la population générale du Bénin. Toutefois, ces échantillons

controles sont en voie d’arriver a Montréal pour étre analysés.

L’épithélium dans le col utérin des TS VIH-1 HESN versus les TS VIH-1 infectées

Notre modele d’immunité naturelle contre le VIH associé aux TS VIH-1 non-infectées HESN
nous a permis d’identifier IFN-a comme étant un facteur majeur sécrété dans le TGF. Il est
cependant intéressant de noter que les cellules épithéliales endocervicales génitales (CEG) du
TGF de ce groupe de femmes maintiennent un faible niveau d’expression de TLR-7, d’IFN-
a, d'IL-10 et de HLA-G intracellulaire et des pourcentages augmentés de CEG exprimant 1’IL-

10 lorsque comparé¢ aux TS VIH infectées. Ceci pourrait suggérer une réponse restreinte,
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possiblement en relation avec un faible niveau inflammatoire et d’activation cellulaire des
CEG. Concernant les résultats de HLA-G et d’IL-10 intracellulaire, il est trés difficile
aujourd’hui de pouvoir en discuter sans pouvoir comparer avec un groupe controle (ce résultat
reste a discuter suite a I’analyse d’un groupe contrdle).

Les CEG de TS VIH-1 HESN, une des premicres cellules a rencontrer le VIH-1, pourraient
avoir la capacité de controler I’activation immunitaire mucosale et la migration des cellules
cibles du VIH-1 en maintenant un phénotype régulateur. L’expression de facteurs
intracellulaires suggere une sécrétion de ces facteurs, cependant, notre étude de caractérisation
ne nous permet pas d’en étre certains, il faudrait une étude fonctionnelle in vitro pour appuyer
ce qui est observé au niveau cellulaire. A I’opposé, les CEG de TS infectées démontrent
possiblement un niveau d’activation intracellulaire plus élevée étant donné les niveaux
d’expression de TLR-7 et d’IFN-a plus élevés. De plus, la présence de I’'IFN- augmentée
dans les LCV des TS infectées pourrait €tre associé¢ a un niveau d’activation élevé des CEG
qui sont aussi, productrices de cette cytokine.

Sachant que I'IL-10, produite par les CEG, les APC, les cellules B et les cellules T
régulatrices, régule la prolifération et la production de cytokines par les cellules T, qu’elle
diminue la production de cytokines pro-inflammatoires, 1’expression de molecules de
costimulation par les monocytes/macrophages (435) et qu’elle induit une anergie des cellules
T antigene-spécifiques et une différenciation des cellules Trl, il peut étre assumé que cette
cytokine est impliquée dans une boucle d’amplification régulatrice (436). En effet, I’'IL-10
induit D’expression de HLA-G et du récepteur ILT-4 et D’expression de ces protéines
augmentent I’expression de 1’IL-10. Cependant, pour ce qui est des CEG chez les TS HESN,
cette boucle d’amplification régulatrice semble étre absente car le niveau de HLA-G observé
dans ces cellules est quasi nul.

En bref, la population de CEG provenant des TS non infectées présente un statut d’activation
cellulaire (faibles niveaux de TLR-7, d’[FN-a, d’IL-10 et de HLA-G) qui semble restreindre
I’inflammation mucosale au site de I’exposition virale évitant le drainage de populations cibles

vers le TGF.
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Les cellules myéloides HLA-DR+ dans le col utérin des TS VIH-1 HESN versus les TS VIH-1

infectées

Au niveau de I’endocol utérin des femmes TS VIH-1 HESN, nous avons trouvé, en majorité
des CEG (42%) ensuite, des cellules linéage HLA-DR- (35%) (composées d’une
prédominance de granulocytes (CD66b)), des cellules lymphoides ( 17%) et finalement, des
cellules myéloides HLA-DR+ CD11¢'CD14" (6%) (Réf. Annexe 6). Dans ces derniéres, nous
avons pu observer des niveaux d’expression ¢levés de TLR-7, IFN-a, IL-10, HLA-G et ILT-4
suggérant un profil tolérogénique/régulateur associé a une réponse antivirale efficace.

De plus, I’expression de CDla et CD103 par la majorit¢ des cellules myéloides HLA-DR+,
retrouvées chez les femmes TS VIH-1 HESN suggere que cette population comporte
probablement des DC, qui sont, des premicres a rencontrer le VIH-1. Le fait que nous
retrouvons, au sein de la population myéloide HLA-DR+ des TS VIH-1 HESN des cellules qui
expriment fortement les marqueurs CD14 et CDl1l1c, suggere qu’elles pourraient dériver de
monocytes. Toutefois, tel que mentionné précédemment, la nature exacte des cellules qui
constituent la population myéloide HLA-DR+ endocervicale des TS HESN ainsi que leur
profil fonctionnel reste a étre clarifié (Réf. perspectives).

Les populations my¢loides, comme les DC qui échantillonnent le lumen vaginal a I’aide de
leurs dendrites sont critiques a |’établissement d’une réponse immunitaire harmonisée.
Sachant que les molécules CD1 sont homologues du CMH type I et sont importantes dans la
présentation de molécules antigéniques lipidiques, la présence de mDC CDla+ dans
I’épithélium du TGF pourrait correspondre a leur fonction de cellules sentinelles qui répondent
a un antigéne microbien et le transfert a d’autres cellules immunitaires. Les cellules T de
premicre ligne et d’autres cellules faisant partie de I’immunité innée et étant situées dans la
lamina propria pourraient capter un peptide présenté par ces mDC CDla+ (437). Dans notre
étude, il est possible de croire que les cellules my¢loides HLA-DR+ retrouvées (autant dans
les échantillons provenant des TS VIH-1 HESN que dans ceux provenant des TS infectées)
soient des DC intraépithéliales (décrit pour les marqueurs CD1la et CD103 (192)) qui auraient

une fonction de présentation antigénique lipidique importante.
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De plus, de fagon similaire aux mDC CD103+ (intégrine o.E) murines (438) les mDC CD103+
des nodules lymphatiques mésentériques (NLM) humaines ont été retrouvé dans la lamina
propria de la muqueuse intestinale et ces cellules sont efficaces pour promouvoir la réponse
cellulaire Treg jouant un role central dans le maintien de la tolérance et de 1’homéostasie
mucosale. Il apparait, de surcroit que certains facteurs (acide rétinoique, TGF-f3, IL-10, TSLP)
sécrétés par les cellules épithéliales intestinales favorisent fortement la différenciation des DC
tolérogéniques, révélant ’existence d’un dialogue cellulaire épithélial/DC a la muqueuse
intestinale (325, 326, 334). Il est alors possible de penser que les mDC HLA-DR+
CD1a+CD103+ retrouvées chez les TS VIH-1 HESN de notre étude pourraient bénéficier de
propriétés tolérogéniques.

Il semble que les cellules a caractere DC, retrouvées dans notre étude chez les TS HESN,
gardent un niveau efficace d’activation immune innée de par leur niveau d’expression de
TLR-7 et IFN-a quipourrait induire un milieu antiviral efficace préservant un
microenvironnement anti-inflammatoire et tolérogénique/régulateur. Il serait d’ailleurs tres
pertinent de caractériser les facteurs de restriction viraux se trouvant dans les cellules de ce
microenvironnement cervical.

De plus, derniérement, un nouveau type de DC, a profil tolérogénique, isolées de PBMC et
aussi généré in-vitro, les DC-10 (HLA-DR+ CD14+ CDI11c+), qui sécretent un haut niveau
d’IL-10, de HLA-G et d’ILT-4 a ¢été découvert et serait efficace pour induire des Trl
produisant de I’'IL-10 et étant antigéne-spécifique. L’induction de ces Trl par les DC-10 est
IL-10 dépendant et requiert I’activation de la voie de signalisation ILT-4/HLA-G (282, 299). 11
a aussi été décrit que les DC tolérogéniques sont caractéris€ées par une surexpression des
récepteurs ILT-3 et ILT-4 et que la régulation de leur expression est augmentée par I’IL-10 sur
des monocytes dans un contexte de VIH (295, 439) et aussi augmenté par HLA-G (304). Ces
marqueurs spécifiques de tolérance (IL-10, HLA-G et ILT-4) sont retrouvés dans les cellules
my¢loides HLA-DR+ des échantillons cervicaux provenant des TS VIH-1 HESN de notre
étude. Par conséquent, il est logique de penser que ces cellules myéloides HLA-DR+
pourraient tout autant avoir des propriétés tolérogéniques et donc la capacité d’induire la

différenciation de cellules T régulatrices.
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Inversement, les cellules du col utérin myé¢loides HLA-DR+ provenant des femmes TS
infectées par le VIH-1, n’expriment pas majoritairement les marqueurs CD14, CDllc, et
CD103. En effet, il a ¢été rapport¢ que les DC CDI103- des nodules lymphatiques
mésentériques (NLM) ont plutét un profil immunogénique autant a 1’état basal d’activation
(440) que dans un contexte inflammatoire (441). Il semble que les mDC recrutées au TGF des
femmes TS infectées par le VIH-1 de notre étude démontrent généralement un profil de
différenciation en lien avec une activité antivirale régulée moindre comparé¢ aux TS VIH-1

HESN et plutot inflammatoire (plus faible expression d’IFN-a, d’IL-10 et de HLA-G).

Les cellules T CD&+ dans le col utérin des TS VIH-1 HESN versus les TS VIH-1 infectées

Par soucis d’homogénéité, de fiabilité et de cohérence des résultats, des échantillons des
mémes femmes (a des visites médicales subséquentes) ont été analysés, cependant, il ne restait
plus que 5 femmes par groupe a explorer ; cette observation serait donc a confirmer avec un
plus grand nombre d’échantillons.

La découverte de la présence de mDC possiblement tolérogéniques dans la muqueuse
cervicale des femmes TS VIH-1 HESN de I’¢tude nous a amené a caractériser les populations
cellulaires T qui se retrouvent aussi a la muqueuse du col utérin. En outre, nous avons pu
observer deux populations phénotypiquement distinctes de cellules T CD8+, I'une exprimant
IL-10 et I’autre exprimant TGF-f suggérant des fonctions différentes ; ces deux populations
étant prédominantes chez les TS VIH-1 HESN versus les TS infectées par le VIH-1. Cette
constatation devrait étre précisée suite a des études fonctionnelles futures.

L’observation de ces populations cellulaires T CD8+ révele que possiblement, la résultante du
dialogue intercellulaire existant dans le microenvironnement de la muqueuse cervicale
favorise la différenciation de populations cellulaires TCD8+ a potentiel régulateur. Pour
connaitre précisément les partenaires cellulaires impliqués dans ce dialogue, il serait important
de faire une étude fonctionnelle in vitro. Cette induction de tolérance pourrait étre conduite via
la voie IL-10 dépendant ILT4/HLA-G, comme il a été mentionné auparavant. En effet, dans le
TGF des TS HESN, un niveau inflammatoire faible et efficace semble étre présent et maintenu

suggérant une immunorégulation possiblement controlée par une voie de rétrosuppression
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(boucle d’amplification régulatrice) décrite au préalable dans un modele murin de
transplantation (442) et dans un modele de PBMC humain in vitro et in vivo (299, 3060).
Rappelons que HLA-G inhibe les activités cytolytiques des cellules NK, des CTL, la
prolifération des cellules T allospécifiques et les fonctions des mDC (315, 421, 443). Ce
mécanisme de suppression immunitaire pourrait étre associé a la protection de I’infection par
le VIH-1. Cet éventuel corrélat de protection devrait étre considéré dans une étude future. Il a
de plus ét¢ démontré que, tout comme pour I'IL-10, I'I[FN-o peut promouvoir la
différenciation des cellules Trl, dans un systéme in vitro utilisant des PBMC humains et
méme, D’'IFN-a agirait en synergie avec I’IL-10 pour exacerber la capacit¢ de I’IL-10 a
promouvoir la différenciation des Tr1 (436).

De surcroit, la muqueuse utérine, étant un compartiment immunitaire a part entiere da,
principalement au phénomene de tolérance mucosal vraisemblablement induit par la flore
microbienne présente. C’est-a-dire que les antigénes de la flore microbienne sont constamment
présentés aux cellules hématopoiétiques et non-hématopoiétiques, ce mécanisme a toutefois
été étudié dans le compartiment intestinale (444, 445). Il est connu que, dans la muqueuse
utérine, il y a des agrégats lymphoides uniques constitués de cellules T CD8+ qui entourent un
centre de cellules B, le tout étant encapsulé par des macrophages (199).

En effet, les mécanismes d’induction immunitaire au TGF sont encore mal compris, mais il
serait possible que les DC migrent a la muqueuse du TGF et seraient associées a des structures
lymphoides (agrégats lymphoides utérins) pour induire une réponse cellulaire B de premicre
ligne et pour réguler des réponses adaptatives cellulaires (199, 247, 446). Comme vu chez les
TS VIH-1 HESN, les cellules T CD8+ présentes dans [’environnement des mDC
tolérogéniques/régulatrices, ont un phénotype suppresseur suggérant un mécanisme de
modulation des fonctions cellulaires T pour assurer I’induction de la tolérance au VIH-1 a la
muqueuse du TGF de ces femmes. Ceci est une hypothése mais la tolérance mucosale ne
fonctionne pas que de cette fagon. Cette tolérance pourrait aussi €tre induite par le fait de
rencontrer le virus régulierement (d’une maniere répétée) et ainsi accepter cet envahisseur et
maintenir une niche cellulaire le repoussant dans le lumen vaginal, au méme titre que les

antigénes de la microbiota du TGF.
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Un profil de cellules T CD8+ avec potentiel régulateur dans la muqueuse cervicale, qui ont
habituellement pour fonction la suppression de 1’activation de cellules T, était plus élevé chez
les VIH-1 HESN et pourrait jouer un role essentiel dans la conduction d’un profil
«tolérogénique/régulateur» a cette porte d’entrés mucosale.

Ainsi ces résultats nous permettent de suggérer que la muqueuse génitale des TS VIH-1 HESN
présente un profil antiviral et a la fois « tolérogenique/régulateur» comparativement aux TS
séropositives qui démontrent un profil génital mucosal pro-inflammatoire (réf. figures 11 et
12).

Tolerogenic/regulatory microenvironment in the female genital mucosa of Beninese HIV-1-uninfected CSWs
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Figure 11. Représentation du microenvironnement «tolérogénique/régulateur» mucosal dans le

TGF des TS VIH-1 HESN béninoises.

Tiré de : Thibodeau et al. (Characterisation of myeloid cells expressing high levels of IFN-a
with a tolerogenic/regulatory phenotype in the Genital Mucosa of Highly-Exposed and HIV-1

seronegative (HESN) Beninese Female Commercial Sex Workers, en préparation).
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Dysregulated inflammatory miroenvironment in the female genital mucosa of Beninese HIV-1-infected CSWs
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Figure 12. Représentation du microenvironnement inflammatoire mucosal dans le TGF des TS

infectées par le VIH-1 béninoises.

Tiré de : Thibodeau et al. (Characterisation of myeloid cells expressing high levels of IFN-a
with a tolerogenic/regulatory phenotype in the Genital Mucosa of Highly-Exposed and HIV-1

seronegative (HESN) Beninese Female Commercial Sex Workers, en préparation).

Le modele représent¢ dans la figure 11 démontre la présence d’un milieu faiblement
inflammatoire en étant de toute évidence efficace, reflété par une prédominance en IFN-a
suggérant, vraisemblablement, la présence de facteurs de restriction antiviraux. Aussi, la
présence de P-chimiokines pourrait conférer le maintien d’un certain blocage du co-récepteur
CCRS utilisé par le VIH-1 pour entrer dans les cellules cibles créant ainsi un phénomene de
compétition pour le co-récepteur CCRS. Dans la muqueuse cervicale du TGF, I’induction d’un
microenvironnement «tolérogénique/régulateur» est révélée par le phénotype des populations
my¢loides HLA-DR+ CD14+ CDl1l1c+ et cellulaire T CD8+. Les CEG proposent un profil
intracellulaire selon lequel ’expression des protéines étudiées est trés faible par rapport au
niveau d’expression de ces mémes protéines dans les CEG des TS infectées par le VIH-1,

suggérant un niveau d’activation possiblement en lien avec la tolérance des CEG. Le dialogue
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intercellulaire entre les CEG, mDC et cellules T semble aboutir a 1’établissement d’un milieu
«tolérogénique/régulateur» maintenant I’homéostasie mucosale.

Le modele évoqué par la figure 12 révele la présence d’un milieu hautement inflammatoire et
favorisant la réplication virale suggéré possiblement par un niveau trop bas de facteurs de
restriction viraux ou bien, ces facteurs anti-viraux seraient inefficaces (trés faible niveau
d’IFN-a) et par des niveaux élevés en -chimiokines entrainant la migration de cellules cibles
du virus. Dans la muqueuse cervicale du TGF, au niveau intracellulaire, 1’induction d’un
microenvironnement effecteur dérégulé est démontré par le phénotype des populations
cellulaires épithéliales, myéloides HLA-DR+ et cellulaires T CD8+ étudiées. Les CEG
démontrent un profil intracellulaire selon lequel 1’expression des protéines étudiées est tres
¢levée par rapport au niveau d’expression de ces mémes protéines dans les CEG des TS VIH-
1 HESN, suggérant un niveau d’activation plus ¢levé des CEG. Le dialogue intercellulaire
entre les CEG, mDC et cellules T semble étre altéré, possiblement suite a 1’établissement de
I’infection par le VIH-1 provoquant une rupture de 1’intégrit¢ immunitaire mucosale et la perte

de I’homéostasie du compartiment génital.
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Les conclusions

Globalement, I’étude de la protection et/ou résistance et/ou contrdle de 1’infection par le VIH-
1 est d’une complexité immense et implique la compréhension de la synchronisation de
plusieurs éléments ; cette ¢tude est multiparamétrique et multifactorielle. Ceci dit, des
informations exceptionnelles et précieuses ressortent de cette étude. Toutefois, connaissant les
limites de faisabilité de ce projet de recherche, il est obligatoire de tirer des conclusions avec
mesure et prudence.

Les résultats du projet de recherche présentés dans cette theése supportent I’hypothése centrale
qui stipule que la résistance a I’infection par le VIH-1 chez les femmes béninoises pourrait
étre associée avec la capacité des cellules épithéliales et immunitaires du TGF de I’hdte a
orchestrer/contréler I’immunité du TGF a contrdler les conditions inflammatoires. De ce fait,
le recrutement des cellules effectrices a la porte d’entrée mucosale génitale tout en limitant
I’activation immune et préservant 1’intégrit¢é immune périphérique et centrale, est un processus
qui pourrait impliquer la génétique de 1’hote et la coordination d’une réponse immunitaire
puissante et efficace innée et adaptative reposant sur un concept de tolérance mucosale.
Rappelons qu’il y a un grand nombre de facteurs qui, individuellement ou en combinaison
avec d’autres, pourraient fournir un certain niveau de protection contre I’infection par le VIH-
1. Comme certains de ces facteurs sont incomplétement protecteurs ou ont une activité
instable, les identifier avec certitude est trés difficile. Cependant, clarifier et identifier
I’existence de déterminants de protection contre I’infection par le VIH-1 reste une priorité
d’étude qui nécessitera 1’établissement de cohortes (minutieusement sélectionnée) HESN a
haut risque, d’individus infectés par le VIH-1 ainsi que plusieurs individus controles de la
population générale.

Dans I’ensemble, nous croyons que le microenvironnement immunitaire cervical de premicre
ligne joue un rdle majeur dans la préservation de la résistance contre I’infection par le VIH-1.
Les mDC mucosales, spécialement, pourraient représenter un type cellulaire candidat qui
conserveraient des fonctions régulatrices capables de controler 1’inflammation/activation
cellulaire et pourraient contribuer a la résistance continue chez des TS HESN béninoises. Pour
appuyer la notion de tolérance mucosale que nous proposons, je dois mentionner les résultats

d’une étude faite grace a des sujets TS VIH-1 HESN de Nairobi (Kenya). La conclusion de
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cette étude stipule que la séroconversion tardive de femmes peut survenir méme s’il y a
préexistence d’une réponse CTL spécifique au VIH-1. Les auteurs rapportent que 1’association
entre la séroconversion tardive et 1’activité sexuelle réduite et le fait que les réponses
effectrices spécifiques pour le VIH-1 fluctuent dépendamment des niveaux d’exposition
antigéniques suggerent qu’une exposition réguliere a 1’antigéne pourrait étre nécessaire au
maintien d’une réponse protectrice CTL (381). Ceci porte a penser que le développement d’un
vaccin préventif devrait possiblement reposer sur le phénomene d’un état immunologique qui
pourrait €tre induit suivant une stimulation antigénique adéquate a une fréquence réguliere et
persistante.

Le VIH-1 réussit a déjouer les mécanismes de défense de premicre ligne dans le cas de grand
inoculum viral, de traumatismes mucosaux ou d’IST pouvant induire I’infiltration locale de
cellules T activées. En conséquence, des stratégies augmentant 1’efficacité¢ des facteurs de
résistance innée et induisant une «tolérance/régulation» ciblée et locale pourrait soutenir la
barriere naturelle de défense a 1’infection par le VIH-1 sans méme se soucier des variations
génotypiques individuelles. Des approches prophylactiques visant a favoriser 1’efficacit¢ du
dialogue intercellulaire CEG/mDC/T a la porte d’entrée mucosale génitale qui pourra induire
la différenciation des cellules T résidentes en cellules T CD4+/CD8+ régulatrices comme
mécanisme de protection inné/adaptatif nécessite de plus amples investigations. Le but ultime
de telles approches est de comprendre la meilleure maniere pour recruter les facteurs élites
innés et adaptifs de fagon a induire et maintenir un microenvironnement génital adéquat pour
prévenir I’infection avant que le VIH-1 atteigne son but ultime de se disséminer et d’activer et
de dépléter les cellules T. Une fois I'infection établie dans les nodules mésentériques et dans
les autres organes lymphoides secondaires, durant I’infection aigué, il est possiblement déja
trop tard pour intercéder avec des mécanismes de résistance médiés par I’immunité innée et
adaptative critique au site d’exposition mucosal.

La compréhension de I'immunorégulation mucosal dans le TGF d’individus naturellement
considérés résistants a I’infection par le VIH-1 a des implications fondamentales dans le
développement d’interventions préventives qui moduleraient les conditions inflammatoires

préexistantes pour €tablir une défense de premicre ligne rapide et durable contre le VIH-1.
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Les limites de ’étude

1) La section de cette étude dans laquelle les cytokines/chimiokines sont analysées, dans
le milieu extra-cellulaire (LCV), présente une limite car il est impossible, avec certitude,
d’affirmer que les LCV des TS sont exempts de liquide séminal. Il aurait fallu soit
quantifier la PSA (antigéne prostatique spécifique) ou bien procéder a 1’identification du
gene SRY (Sex determining Region Y) par PCR, dans les échntillons. Ceci n’a pas pu €tre

complété par manque de quantité de LCV.

2) Il est important de mentionner que puisqu’avec un tube de prélévement de cytobrosse
on obtient qu’un nombre restreint de cellules épithéliales et immunitaires viables apres
décongélation et que ces cellules vaginales humaines sont fragiles et il est trés difficile de
les analyser en cytométrie de flux apres une congélation. Il est certain que pour répondre
aux questions concernant les perspectives 4 et 7 (plus bas), il serait intéressant d’avoir
acces a des biopsies génitales de femmes ou bien de tenter de mettre les cellules des
femmes en culture pour pouvoir effectuer les analyses cytométriques et génétiques

appropriées.

% La difficulté d’obtenir de tels échantillons, le faible nombre cellulaire et la
fragilité de ces cellules ne sont que quelques uns des facteurs qui
démontrent le haut niveau de difficulté de I'étude présentée dans cette

thése (autant au niveau cellulaire protéique que transcriptionnel).

3) Finalement, une des faiblesses de la présente étude est I’impossibilité de déterminer si les
facteurs observés chez les TS VIH-1 infectées sont 1’effet ou la cause de la présence du VIH
car nous ne connaissons pas la date d’infection des femmes. Pour répondre a cette question,
une ¢tude longitudinale ayant comme sujets des femmes TS VIH-1 HESN, avant
séroconversion et aprés séroconversion, apporteraient des informations précieuses sur
I’environnement immunitaire vaginal a différents temps avant I’infection et suivant I’infection
et donnerait des indications permettant de déterminer si ces facteurs (IFN-a, IL-10, HLA-G et

autres cytokines/chimiokines) sont le résultat de la présence du VIH ou s’ils ont un impact sur
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la tolérance/susceptibilité a I’infection. Il serait aussi pertinent et intéressant de pouvoir suivre

des femmes TS non-infectées en début de travail du sexe pour déterminer ’impact de ce

travail sur I’environnement inflammatoire génital des femmes.

Les perspectives reliées a I’étude

i)

Dans un premier temps, je propose 1’étude des cellules du col utérin (CEG, DC et T
avec les mémes marqueurs utilisés dans le groupe TS VIH-1 non-infectées HESN
et TS VIH-1 infectées) d’un groupe de femmes controles non TS VIH-1 non-
infectées de la population générale béninoise afin de compléter 1’étude présente en
comparant le groupe contrdle au 2 autres groupes déja étudiés. Suite a 1’analyse
d’un groupe contrdle, il sera possible de déterminer si les TS du group VIH-1
HESN possedent des facteurs propres de résistance/protection a I’infection
(phénotypes cellulaires différents de ceux du groupe contrdle) ou si ces femmes ont
la capacité d’immunoréguler leur microenvironnement cervical pour conserver une
homéostasie, une tolérance a I’antigéne (phénotypes cellulaires similaires a ceux du
groupe controle). Il serait aussi intéressant d’analyser les mémes caractéristiques
cellulaires avec des échantillons de LCV et de cellules de la cytobrosse de TS VIH-
1 HESN ayant 7 ans et plus de prostitution active pour pouvoir comparer les
résultats avec le groupe 4 a 7 ans étudié dans la présente theése. L’évolution
phénotypique tolérogénique/régulateur cellulaire cervicale pourrait étre évaluée, a

savoir s’il y a une modulation différente dans le temps.

Ensuite, je propose d’effectuer des études fonctionnelles afin de confirmer et
d’approfondir I’existence de parametres et mécanismes potentiels de résistance
énoncés dans cette theése. Par exemple, [’existence d’une boucle de

rétrosuppression a 1’aide de cellulaires fraiches cervicales de femmes d’ici. Cette

perspective au projet a ¢été entamée en utilisant une lignée cellulaire (C33A
provenant du laboratoire du Dr Jacques Archambault, IRCM). Une stimulation de
TLR-7/8 avec un composé d’imidazoquinoline (In Vivogen) et de TLR-9 avec des
oligodéoxynucléotides contenant des motifs CpG (In Vivogen) a été effectuce.

Cette stimulation a été suivie d’un marquage phosflow (BD). Je n’ai pas donné

150



iii)

suite a cette expérience car je me suis apercue que [’'utilisation de cellules

immortalisées (C33A) pour vérifier la phosphorylation (activation) de protéines

n’était pas la bonne idée, c’est pourquoi je referais cette expérience a I’aide de

cellules primaires fraiches.

a.

Dans un premier temps, il faudrait mettre les cellules de la cytobrosse en

culture.

Ensuite, pour étudier I’'impact de la composition cytokinique/chimiokinique
(inflammatoire/régulatrice) sur 1’activité cellulaire, il faudrait recréer le milieu
extracellulaire observé chez les TS VIH-1 HESN (IFN-a et MIP-la et
f; peut-étre en utilisant des LCV de ces femmes) et y ajouter des ligands des
TLR endosomaux et de RIG-I et évaluer I’activité de voies de signalisation
cellulaire menant a I’induction de I'IFN-a. Par exemple en observant la
phosphorylation intracellulaire des partenanires comme IRAKI1, IRF3, IRF7
(dépendammant de la voie d’étude choisie) dans les différentes populations

cellulaires (CEG, mDC, cellules T CD8+) retrouvées dans le présent projet.

En troisieme lieu, pour étudier 'impact du VIH-1 sur I’activité cellulaire, il
faudrait ajouter, dans le milieu cellulaire, le virus (VIH-1) et évaluer I’activité
cellulaire en observant la phosphorylation des partenaires de signalisation de la
voie choisie, par exemple IRAK1, IRF3, IRF7 dans les différentes populations
cellulaires (CEG, mDC, cellules T CD4+ et T CD8+).

Pour continuer avec des études fonctionnelles, afin de supporter I’affirmation que

les femmes HESN de notre étude sont exposées et répondent au virus :

a.

Dans un premier volet, il faudrait démontrer la présence d’IgA et d’IgG dans le

sérum et LCV des femmes HESN a ’aide d’immunoessais.

Dans un deuxieme volet, il faudrait caractériser cette réponse IgA/IgG dans un
systeme in vitro pour vérifier leurs fonctions de neutralisation, d’ADCC et

d’inhibition de la transcytose.
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Vi)

Dans I’optique ou il serait possible d’obtenir des échantillons de biopsies des
femmes béninoises (TS HESN et infectées par le VIH), ce qui augmenterait
grandement le nombre de cellules disponibles et ainsi pouvoir effectuer une
analyse microarray (HTA) utilisant une assez grande quantit¢ d’ARNm extrait de

CEG, DC, cellules T et B.

a. Pour ce faire, il faudrait digérer les tissus a 1’aide d’enzymes cytolytiques,
purifier la solution cellulaire, trier les CEG, mDC et les cellules T CD4+ et T

CD8+, extraire I’ARNm de chaque population cellulaire.

b. Procéder a I’envoie de ’ARNm a Génome Québec (M. Daniel Vincent) pour
effectuer I’analyse HTA. Suite a ’analyse des résultats du HTA, 1’étude de
genes ciblés, par qPCR, nous donnerait les informations convoitées par rapport
aux facteurs génétiques impliqués dans la résistance/susceptibilité a I’infection
par le VIH-1, par exemple I’étudie de facteurs de restriction engendrés par IFN-

o, IFN-¢ et IFN-A par qPCR.

Effectuer une recherche exhaustive de polymorphismes génétiques (ADN
génomique) qui pourraient €tre impliqués dans le résistance/susceptibilité a
I’infection par le VIH-1 par séquencage. Je proposerais d’étudier dans un premier
temps, les genes de partenaires de signalisation menant a 1’induction des IFN de
type I (IFN-a, IFN-f et IFN-A) tels que certains PRR (RIG-I, c-Gas et TLR),
STING, IPS-1, TBK, TRAF3, Myd88, TRIF, IRAK4, IRAK1, TRAF6, IRF-3,
IRF-7 et les IFN type 1. Ensuite, les récepteurs des IFN type I, les intermédiaires de
signalisation de la voie Jak Stat menant a I’induction des ISG et les ISG (MxA,

OAS-1, APOBEC-3G, TRIMS5/22, SAMHDI1, BST-2, etc.) (Réf. Annexe7).

Déterminer la composition du microbiome vaginal des femmes TS VIH-1 non-
infectées HESN, TS VIH-1 infectées et non TS de la population générale
béninoises. Il serait tres intéressant de caractériser la flore vaginale des femmes de
I’étude mucosale puisqu’il est certain que I’environnement microbiologique génital
a un impact majeur sur I’immunité innée et adaptative en place dans le TGF. Des

écouvillons vaginaux pourraient &tre prélevés et I’ADN extrait a 1’aide d’une
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vii)

trousse QIAMP DNA stool mini kit (QIAGEN). Ensuite, une amplification (PCR)
de I’ADN extrait pourrait étre effectuée en vue du séquencage de prochaine

génération de la microbiota qui serait fait par Génome Québec.

Etudier la possibilit¢ de I’établissement de réservoirs mucosaux en détectant
I’intégration d’ADN pro-viral dans les cellules épithéliales et myéloides mucosale
des femmes TS HESN et infectées par le VIH-1 en utilisant un qPCR ultrasensible
détectant un géne du VIH conservé comme par exemple Gag de plusieurs clades
viraux (447). Dans cette étude, il sera aussi nécessaire de confirmer la nature
féminine des cellules analysées en utilisant la détection du gene SRY (Sex

determining Region Y) simultanément (ce projet est en cours).
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Annexes

Annexe 1
HIV-1-uninfected HIV-1-infected HIV-1-uninfected non-

CSWs CSWs CSWs

N=22 N=24 N=13 P-value
Age, mean (SD), years 37 (3) 44 (8) 34 (7) 0,0002a
Duration of sex work, mean (SD), years 5(1) 6 (1) NA NSb
Number of clients last week, mean (SD) 15 (13) 23 (22) NA NSb
Menstral cycle phase (follicular) 16/22 (73%) 24/24 (100%) 13/13 (100%) NSc
Condom always used last week 21/22 (95%) 21/24 (88%) 11/13 (85%) NSc

Table 1. Distribution of demographic, sexual behaviour and menstrual cycle phase characteristics in HIV-1-uninfected CSWs, HIV-1-infected
CSWs, and HIV-1-uninfected non-CSW women.

ap-value for the comparison across all groups was calculated with one-way ANOVA analysis of variance for the age

bp-values for the comparison between HIV-1-uninfected CSWs and HIV-1-infected CSWs were calculated with an unpaired t test for

the duration of sex work and number of clents last week.

cp-values for the comparison across all groups were calculated with a Fisher exact test.

* Commercial sex worker women selected for this study are in their 4th to 7th years of sex work, ART naive, are between 20 to 60 years old,
are negative for HSV-2 in the Cervicovaginal lavage (qQPCR), are not taking any oral contraceptive, are free of co-sexual transmitted infection

or any clinical sign or symptome and they are all in the same menstrual cycle phase (follicular).
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Annexe 2

Contré

Alléles TS VIH-1 HESN TS VIH-1 infectées i

SNP N Niveau IFN-a (pg/mL) N Niveau IFN-a (pg/mL) N Niveau I

TLR 7

rs179008

AA 40 12,7 (13,2) 38 26 (34,5) 61 2!

AT/TT 15 13,7 (18,1) 7 35,1 (30) 8 24,
p-values 0,8197 0,5137 (

TLR 8

rs3764880

AA 31 11,4 (12,8) 24 25,7 (25,3) 36 2:

AG/GG 18 14,6 (13,7) 18 23,2 (23,9) 22 25,
p-values 0,4124 0,7505 (

TLR 9

rs5743836

TT 29 11,8 (11,7) 20 23,1 (26) 34 26,

TC/CC 25 12,3 (14,3) 24 31,5 (39,7) 35 23,
p-values 0,903 0,4206 (

rs5743836

TT 22 11,7 (10,2) 16 26,7 (27,6) 29 2:

TC/CC 32 12,5 (15,5) 27 22,9 (22,6) 39 26,
p-values 0,823 0,6228 (

rs352139

AA 12 12,6 (11,1) 12 13,7 (16,9) 15 28,

AG/GG 43 13,1 (15,5) 33 32,4 (37) 54 2¢
p-values 0,9261 0,1004 (

rs352140

GG 27 11,2 (10,9) 24 23 (19) 33 2¢

GA/AA 26 14,5 (17,4) 20 25(29,7) 35 2:
p-values 0,4088 0,7889 (

IRF-7

1s702966

GG 16 12,3 (14,5) 7 41,4 (36,9) 15 22,

GC/CC 30 14 (16) 37 22,4 (21,6) 45 2¢
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p-values
rs3178010
AA
AG/GG
p-values
rs1061502
AA
AG/GG
p-values
rs12290989
GG
GT/TT
p-values
IFNA17
TT
TG/GG

p-values

38
10

16
34

16
35

19
28

0,7858

14,3 (15,7)
13,4 (12,7)
0,8737

12,8 (14,7)
14 (15,1)
0,7837

12,8 (14,7)
13,6 (15,1)
0,8495

15,77 (23,12)
14,5 (14,11)
0,8169

29
13

36

36

27

0,066

18,6 (18.3)
25,2 (22,2)
0,3222

41,4 (36,9)
21 (20,1)
0,0407

41,4 (36,9)
21 (20,1)
0,0407

27,95 (27,96)
23,92 (23,59)
0,6538

44
16

13
44

12
41

14
42

7839

26,8 (24,4)
18 (22,4)
0,2106

20,3 (15,7)
25 (25.3)
0,5292

20,1 (16,3)
24,3 (26)
0,5976

20,26 (21,81)
22,01 (21,07)
0,7902

significativement diminués.

provenant de la premiére cohorte de femmes établie a Cotonou, Bénin.
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hétérozygote) pour chaque geéne étudié ont été calculé a I’aide d’un t test non-pairé.

Table 2. Répertoire des SNP ¢étudiés dans le cadre de la premicre partie du projet avec 1’aide des échantillons

Les p-values pour la comparaison entre la forme allélique type sauvage et le SNP (sous la forme homozygote et

Deux SNP liés (en rouge), dans le géne de I'IRF-7 ont été associé avec des niveaux d’IFN-a cervicaux



Annexe 3

TS VIH- TS VIH+
Niveaux IFN-a

N Mean SD N Mean SD
Niveau extracellulaire
WT 16 12,8 14,7 7 41,4 36,9
SNP 34 14 15,1 36 21 20,1
p-value 0,784 0,0407
Niveau intracellulaire
Pourcentage de cellules positives (%)
WT 8 4 4,4 5 16,8 23,1
SNP 10 0,7 2,2 13 1,2 2,3
p-value 0,053 0,022
Expression intracellulaire (GeoMFT)
WT 8 53,7 59,7 5 31,9 43,8
SNP 10 7,8 248 13 16,5 314
p-value 0,042 0,413

Table 3. Impact des mutations de I’IRF-7 sur les niveaux d'IFN-a intra/extracellulaires.

Les p-values pour la comparaison entre la forme allélique type sauvage et le SNP (sous la forme homozygote et

hétérozygote) pour chaque géne étudié ont été calculé a 1’aide d’un t test non-pairé.
Un des SNP lié (rs1061502) dans le géne de I’IRF-7 a de plus été associé avec des niveaux d’IFN-a cervicaux

intracellulaires significativement diminués (en rouge), chez les TS VIH-1 infectées (% de cellules positives) et

chez les TS VIH-1 HESN (GeoMFI (niveau d’expression cellulaire)).
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Annexe 4

Association entre les facteurs immunologiques (solubles et intracellulaires) et génétiques

chez les TS béninoises

Cette section ne pourra pas étre discutée en détail car pour cause de manque de matériel
cellulaire et donc aussi génétique, I’objectif 4, qui portait sur I’évaluation de I’association
entre les facteurs immunologiques (solubles et intracellulaires) et génétiques des TS, de ce
projet de recherche n’a pas pu €tre atteint.

Nous avons étudié 3 femmes TS VIH-1 non-infectées HESN et 3 femmes TS VIH-1 infectées
pour lesquelles nous avions les résultats du volet immunologique (environnement
extracellulaire et microenvironnement intracellulaire) afin de pouvoir vérifier s’il y avait des
corrélations entre les données immunologiques et génétiques transcriptionnelles. En premier
lieu, un marquage a été effectué dans le but de trier par cytométrie en flux les CEG et les
cellules my¢loides HLA-DR+ pour chaque femme (6). Ce tri cellulaire a été effectué par M.
Eric Massicotte a I’Institut de Recherche Clinique de Montréal (IRCM) en confinement P3.
Par la suite, une extraction d’ARN total a ¢ét¢ effectuée (12 échantillons). Cependant, étant
donné le nombre trés faible de cellules (en moyenne 500 a 1000 pour chaque type cellulaire)
obtenues suite au tri, la quantit¢é d’ARN total obtenue a été aussi trés faible, de I’ordre de
10ng/14ul d’¢luat. Suite a des analyses préliminaires faites avec environ la méme quantité
d’ARN, nous avions pu apprécier une belle qualité de cet ARN (RIN ; RNA Integrity Number
entre 8-10), c’est pourquoi nous avons poursuivi I’analyse. L’idée de faire un microarray HTA
(GeneChip Human Transcriptome Array 2.0, Affimetrix) a été obligatoirement exclue (50ng
d’ARN minimum), nous avons alors choisi des génes d’importance a la lumiére des résultats
immunologiques préalablement obtenus.

Nous avons analysé les geénes de I’ IL-10, HLAGI, IFN-a2, IFN-f1, IFN-¢, IL-28b,
APOBEC3G, BST-2, SAMHDI1, ILT-4, ISG15, MX2, TRIMS, Gag (VIH), RIG-1, MDAS,
OAS-1, TLR-3/7/9. Ces analyses ont été effectuées par Mme Raphaélle Lambert a 1’Institut de
Recherche en Immunologie et Cancérologie (IRIC). Méme apres une pré-amplification de 14
cycles, nous avons pu observer la présence de seulement 6 génes d’intérét et ce, que dans les

populations cellulaires myéloides; les CEG n’ayant malheureusement rien données.
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Nous avons trouvé que chez les TS VIH-1 non-infectées HESN, le géne OAS1 est exprimé et
est absent chez les TS VIH-1 infectées. Chez les TS VIH-1 infectées, MX2 est exprimé et est
absent chez les TS VIH-1 non-infectées HESN. Les génes TLR-7, BST-2, SAMHDI et Gag
sont exprimeés autant chez les TS VIH-1 non-infectées HESN que chez les femmes infectées.
Pour étre discutés, ces résultats devront étre reproduits avec plus d’échantillons et de matériel
génétique.

Ce qui est tres intéressant de noter est que le géne Gag (Pr55) du VIH semble étre exprimé
autant dans les cellules myéloides des TS VIH-1 non-infectées HESN que dans celles des TS
VIH-1 infectées et ceci pourrait indiquer la présence de Gag du VIH dans les cellules des
femmes prouvant bel et bien que les femmes de 1’étude sont en contact avec le virus.
Cependant, un facteur reste a étre controlé, qui est la vérification de la provenance cellulaire
de ’ARNm Gag, a savoir qu’il provient bien de nos cellules de femmes ou de cellules
d’hommes qui auraient pu étre présentes dans les échantillons analysés et ainsi suggérer la

présence éventuelle de réservoirs mucosaux (Réf. Perspectives).
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Oligo ID
IR0715
IR2678
IR2919
1R2923
IR2970
IR3954
IR3956
IR4698.2
IR4699
IR4700
1R4701
1R4702
IR4703
1R4704
IR4705
IR4706
IR4707
1R4708
IR4709
IR4710
IR3663
1R3024
IR3657
IR3658

Gene
IL10
IFNb1
ISG15
RIG-1
IFIH1 (MDAS)
HLA-G
OAS-1
TLR3
TLR7
TLR9
IFNA2
IFNE
IL28B (IFNL3)
APOBEC3G
BST-2
SAMHDI1
LILRB2
MX2
TRIMS
VIH Gag
ACTB
GAPDH
HPRT
TBP

UPL Probe
30
25
76
50
36
12
37
89
81
56
64
73
17
18
15
41
66
34
82
26
11
60
22
87

Oligo FWD
tgggggagaacctgaagac
cgacactgttcgtgttgtca
gcgaactcatctttgecagt
gaacagcagaaatctgtattctcaaa
aggcaccatgggaagtgat
ggagtggctccacagatacc
ggtggagttcgatgtgctg
gaaaggctagcagtcatccaa
ttaaccaattgcttccgtgtc
tgtgaagcatccttccetgta
caagtcaagctgctctgtgg
ggaaaaactttctgcttcctca
gcccagttcaagteecetgt
gagcgcatgcacaatgac
agtgagatcccaggaagctg
cccaaagtattgctagacgtga
tgaaggacacacagcctgaa
ctggaggcactgtcaggagt
gtcatttgetggcetttgtga
geatgggtaaaagtagtagaagaga
attggcaatgagcggttc
agccacatcgctcagacac
tgatagatccattcctatgactgtaga

gaacatcatggatcagaacaaca

Oligo REV
acagggaagaaatcgatgaca
gaagcacaacaggagagcaa
ttcagctctgacaccgacat
ttgttctcaacaatctgttccact
ggtaaggcctgagetggag
gggtggcctcatagtcaaag
aggtttatagccgcecagtca
gcacttggtggtegaggat
ggtgcccacactcaatctg
gagagacagegggtgeag
gcatcaaggtcctcetget
tggccagagtgtgtectttt
tcettcagcagaagegacte
gccttcaaggaaaccgtgt
gggaatgttcaagcgaaaag
tgcattccataatccatgttg
agctgggcgtaggtcacat
cggacacctggttacgattc
agctgectggagcettcact
aatgctgaaaacatgggtatcac
tgaaggtagtttcgtggatge
gcccaatacgaccaaatce
caagacattctttccagttaaagttg
atagggattccgggagtcat

RefSeq

NM 002127.5

NM_ 004030
ENSG00000187608
ENSG00000107201
NM 022168

NM_000572.2
NM_003265.2
NM_016562.3
NM 0174423
NM_000605.3
NM_176891.4
NM_172139.2
NM _021822.3
NM_004335.2
NM 015474.3
NM_001080978.2
NM_002463.1
NM_033093.2
NC_001802.1
NM 001101.3
NM_002046.3
NM_000194.2
NM_003194.3

rable 4. Génes étudiés dans les cellules triées de la table 4 ci-dessus (Annexe 4). Etude génomique préliminaire

¢alisée a I’IRIC (avec I’aide de Raphaélle Lambert).
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Sample Name Target Name Ct Mean ACT Mean RQ RQ Min RQ Max
1_328m GAPDH GAPDH

2 331m GAPDH GAPDH 35,934

3_348m GAPDH GAPDH 33,871

4 622m GAPDH GAPDH 29,144

5_665m GAPDH GAPDH 34,401

6_677m GAPDH GAPDH 34,254

1_328m IR3956 OAS1

2 331m IR3956 OAS1

3_348m IR3956 OAS1

4 622m IR3956 OAS1 28,546 -0,597999

5_665m IR3956 OAS1

6_677m IR3956 OAS1

1_328m IR4699 TLR7

2 331m IR4699 TLR7 34,573 -1,361 1,000 1,000 1,000
3_348m IR4699 TLR7 34,834 0,963 0,200 0,055 0,722
4 622m IR4699 TLR7 34,196 5,053 0,012 0,006 0,022
5_665m IR4699 TLR7

6_677m IR4699 TLR7

1_328m IR4705 BST2

2_331m IR4705 BST2 36,487 0,553 1,000 1,000 1,000
3_348m IR4705 BST2 35,173 1,302 0,595 0,595 0,595
4 622m IR4705 BST2 31,551 2,407 0,277 0,161 0,476
5_665m IR4705 BST2

6_677m IR4705 BST2 34,618 0,364 1,140 0,209 6,212
1_328m IR4706 SAMHD1

2 331m IR4706 SAMHD1 37,455 1,520 1,000 1,000 1,000
3_348m IR4706 SAMHD1 37,755 3,883 0,194 0,144 0,262
4 622m IR4706 SAMHD1 33,419 4,275 0,148 0,099 0,222
5_665m IR4706 SAMHD1

6_677m IR4706 SAMHD1 37,844 3,590 0,238 0,007 8,097
1_328m IR4708 MX2

2_331m IR4708 MX2 35,060 -0,874 1,000 1,000 1,000
3_348m IR4708 MX2 33,911 0,040 0,531 0,389 0,725
4 622m IR4708 MX2

XXViii



5_665m IR4708 MX2

6_677m IR4708 MX2

1.328m IR4710 VIH Gag

2_331m IR4710 VIH Gag 32,006 -3,929 1,000 1,000 1,000
3_348m IR4710 VIH Gag 34,454 0,583 0,044 0,033 0,058
4_622m IR4710 VIH Gag

5_665m IR4710 VIH Gag 34,680 0,278 0,054 0,003 1,123
6_677m IR4710 VIH Gag 32,347 -1,907 0,246 0,056 1,081

Table 5. Résultats génomiques préliminaires.

Présence d’ARNm Gag dans des cellules myéloides triées provenant de femmes TS VIH-1 infectées (2/3)

et HESN (2/3).
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Annexe 5

RANTES

MIP-3a

u u
%a 1 J-:-El— A
Qo

S S
CSWHIV-  CSW HIV+ Control HIV- CSWHIV-  CSWHIV+ Control HIV- CSW HIV- CSW HIV+ Control HIV-
80% 92% 83% 95% 100% 17%

90% 95% 56%

pg/mL

0
CSWHIV-  CSWHIV+ Control HIV- CSWHIV-  CSWHIV+  Control HIV-
100% 100% 28% 95% 100% 83%

Figure 1. Chemokine distribution. CCL2 (MCP-1), MIP-1a,, MIP-13, MIP-3a and CCL5 (RANTES)
CVL levels according to the study groups.

CVL chemokine levels were quantified by ProcartaPlex immunoassay (Affimetrix/eBioscience).
Sample measurements below the LDL for each assay were assigned a value of 0. Values are expressed

in pg/mL. Chemokine levels were also dichotomized as detectable and undetectable in all analysis and

are represented in percentage of producing women.
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P-values for the comparison across all groups were calculated with the Kruskal-Wallis test. P-values
for the comparison between two groups were calculated with a Mann-Withney U test. *p<0.05 and

*#%p<0.0001.
CSW, commercial sex worker; HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; MIP, Macrophage

Inflammatory Proteins; MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1; RANTES, regulated on

activation normal T cell expressed and secreted.
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Annexe 6

B Columnar epithelial cells

B Lymphoid lineage cells

H Myeloid HLADR+ cells
Myeloid HLADR- cells

Figure 2. Distribution cellulaire (moyenne des fréquences relatives) dans un échantillon de cytobrosse
par rapport aux populations cellulaires étudiées. Il est a noter que des résultats similaires ont été

obtenus pour les femmes TS VIH-1 HESN et pour les femmes TS VIH-1 infectées de 1’étude.
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Annexe 7

Cytosol

..IFNg, IL-28a/3, IL-29

...MxA, OAS-1, APOBEC-3G/F, Tetherin,
IDO

Figure 3. Les voies de signalisation menant a ’induction de I’expression des interférons

de type L.
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Natural immunity to HIV: a delicate balance between strength and
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Abstract

Understanding how the mucosal immune system in the human female reproductive tract
might prevent or facilitate HIV infection has important implications for the design of effective
interventions. We and others have established cohorts of highly-exposed, HIV-seronegative
individuals, such as HIV-uninfected commercial sex workers, who have remained HIV-
negative after more than 5 years of active prostitution. Observations obtained in studies of
such individuals, who represent a model of natural immunity to HIV, indicate that HIV
resistance may be associated with the host’s capacity to preserve systemic integrity by
constraining immune activity and controlling inflammatory conditions at the mucosal point of
entry. This likely necessitates the orchestration of balanced, first-line and adaptive immune

responses.

Abstract word count: 112

Text word count: 3,207

Running title: Natural immunity to HIV
Key words: HIV transmission; female genital tract; mucosal immunity; susceptibility vs

resistance
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1-Introduction

At the end of 2010, 34 million people were living with HIV/AIDS world-wide. In that
year, a total of 2.7 million people were infected by HIV, mostly through heterosexual
intercourse, and 60% of new HIV infections affected women in sub-Saharan Africa [1].
Needless to say, the design of effective vaccines and microbicides to prevent HIV infection
remains a global priority. High levels of anti-inflammatory and neutralizing proteins, such as
antiproteases and HIV-specific immunoglobulins (Ig), are found in the genital mucosa of
highly-exposed HIV-seronegative (HESN) individuals, such as HIV-uninfected, “resistant”
commercial sex workers (CSWs) [2, 3]. This suggests that efforts to develop effective
microbicides and vaccines should aim at mimicking and/or soliciting innate and adaptive
immune responses, such as those seen in the context of natural immunity to HIV. From such a
viewpoint, vaccine approaches to specifically-induced mucosal responses seem very
promising. Indeed, genital IgA and IgG, elicited through combined intra-muscular and intra-
nasal vaccination against HIV-gp41, delivered via virosome in non-human primates, prevented
systemic HIV invasion by blocking transcytosis and by mediating antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC) [4]. These animals lacked serum-neutralizing antibody activity,
highlighting the role of effector antibodies at the mucosal point of entry, and their importance
in preventing the dissemination of HIV infection [5]. In humans, the RV144 vaccine regimen
(canarypox prime, HIV gp120 envelope (Env) glycoprotein boost) elicits protective responses,
the nature of which remains to be defined in terms of generation and effector mechanisms [6].

Reduced rates of HIV acquisition without significant effects on initial viral loads or CD4 T-
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cell counts have led to the hypothesis of a transient, protective B-cell response. Moreover,
binding of IgG antibodies to variable regions 1 and 2 (V1,V2) of Env has been shown to be
inversely correlated with HIV infection rates [7]. Unfortunately, mucosal samples were not
collected during the RV 144 trial to assess mucosal Env-specific Ig levels, which we predict
may constitute better correlates of protection. Success in conceiving effective vaccines most
likely relies on their capacity to establish rapid, first-line immune responses at the mucosal
point of entry as well as long-term protection, which operates both at the mucosal and
systemic levels.

A better understanding of the mechanisms of transmission and HIV-specific immune
responses at the initial site of infection is therefore pivotal to the design of preventive
strategies. Most observations relating to these events have been obtained with simian
immunodeficiency virus (SIV) infection in non-human primates [reviewed in 8, 9]. In humans,
findings in HESN individuals, such as HIV-uninfected CSWs, who represent a model of
natural immunity to HIV, may thus yield important clues to the development of preventive
approaches. As such, the current perspective on cumulative data, reported by us and others,
supports the notion that HIV “resistance” in these highly-exposed CSWs may be associated
with their capacity to control genital inflammatory conditions and recruitment of HIV target
cells at the initial site of infection. This could be achieved by locally constraining immune
activity to mucosal sites and preserving peripheral integrity, a process that likely involves

genetic factors and orchestration of strong innate and adaptive immune responses.
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2-Immunology of the female genital tract (FGT)

FGT immunology has been reviewed recently [10] and will only be summarized here
briefly. The FGT is subdivided into 3 major areas presenting distinct phenotypic profiles: the
non-sterile vagina and ecto-cervix colonized by commensal microflora, the sterile
endometrium and fallopian tubes, and the endo-cervix in which sterility may be temporally
related to menstrual cycle phase. Thus, FGT immunity is tightly regulated by a
hormonal/inflammatory process throughout the menstrual cycle, having to deal with the
pressure of procreation and microbial control. The innate immune compartment of the FGT
involves the mucous lining of a tight epithelial cell (EC) barrier, stratified at the vaginal and
ecto-cervical levels, as well as dendritic cells (DCs), Langherans cells (LCs), macrophages,
natural killer (NK) cells and neutrophils, which confer protection through the production of
antimicrobial agents, chemokines and cytokines [10, 11] (Figure 1). Control of flora and
invading pathogens is modulated via pattern recognition receptors (PRRs), such as Toll-like
receptors (TLRs) and NOD-like receptors, which recognise specific common
microbial/pathogen-associated molecular patterns. As such, genital ECs form an uninterrupted
barrier between the lumen and underlying cells and express PRRs, such as TLR-1 to -9,
indicating the potential to respond to a wide range of microbes/pathogens [10-14]. DCs also
express a large spectrum of PRRs, and the interaction between ECs and sub-mucosal DCs
likely modulates the maintenance of homeostatic balance between tolerance and inflammation
in the FGT [10-15]. FGT-associated lymphoid organs are part of mucosal-associated lymphoid
tissue, (MALT) which also includes gastrointestinal lymphoid tissue (GALT). Unlike GALT,
the FGT does not contain M cells or organised lymphoid crypts or follicles in the sub-mucosa.

Rather, the upper FGT contains unique lymphoid aggregates constituted of CD8+ T cells that
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surround a central B cell core, which are encapsulated by macrophages [10] (Figure 1).
Immunisation at the FGT level has been shown to elicit local CD8" cytotoxic T lymphocyte
(CTL), IgG and IgA responses. Although immune induction mechanisms in the FGT remain
poorly understood, it is likely that DCs migrate to FGT mucosal-associated lymphoid
structures to induce first-line B cell responses and to regulate adaptive lymphocyte responses
[10, 16-18]. Interestingly, detailed characterisation of the Ig repertoire of cervical and systemic
B cells from a HESN individual in Kenya disclosed that site-specific responses occur with
unique regulation of tolerance and recruitment into local memory or blast B cell
compartments. Also, the infusion of systemic post-germinal center B cells to the human cervix
seems to be a common event [19]. These findings suggest that cervical B cell populations
largely contribute to protection against HIV, by producing first-line and mature mucosal HIV-
specific IgG and IgA, which are correlates of control “resistance” to HIV infection in the FGT
of HESN women. Understanding how B cell populations are recruited and maintained in the
FGT is crucial for the design of preventive approaches, to block infection by HIV at its main

point of entry.

3-HIV transmission in the FGT

Until now, the cascade of events leading to HIV infection after heterosexual
transmission remains unclear. Several reports in humans and rhesus macaques suggest that
LCs and DCs on mucosal surfaces are the earliest cell types to be exposed, and possibly
infected by HIV or SIV, and migrate to the lamina propria and draining lymphoid tissues to
facilitate transmission of the virus to permissive cells [reviewed in 8, 9, 20-23]. The most

likely scenario has been proposed recently by the group of Haase [9, 24]. After genital
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administration to macaques, SIV establishes foci of infection in the vaginal sub-mucosa within
a matter of days through a scheme involving macrophage inflammatory protein-3alpha (MIP-
3a) (CCL20) production by ECs and early recruitment of interferon-alpha (IFN-a.) producing
plasmacytoid DC (pDC) as well as DC and CD4" T cell effectors, rapidly accessing draining
lymph nodes and establishing systemic invasion by days 10-14. Recent studies with genital
explants indicate that LCs can elaborate protrusions across the stratified epithelium into the
lumen of the FGT to capture HIV mainly through the surface expression of langerin (CD207)
[8, 20-23]. LCs may then enable HIV transmission to sub-mucosal DCs that express PRRs,
such as DC-SIGN (CD209), and to CD4" CCRS5" effector target T lymphocytes and/or migrate
to draining lymphoid tissues. DCs are also thought to have the capacity to establish
protrusions across the epithelium, enabling direct HIV transmission to permissive populations
in the lamina propria or after their migration to draining lymphoid compartments [8, 20-23].
Although HIV does not productively infect ECs, it can be transcytosed, reaching sub-
mucosal DC populations and effector target T lymphocytes in the lamina propria [25-30].
Furthermore, HIV likely facilitates its incursion through the genital epithelium by inducing a
pro-inflammatory milieu that affects tight junction proteins and enhances microbial
translocation [31]. HIV has also been shown to be internalized by FGT ECs via gp340, a
scavenger receptor, subsequently promoting the production of pro-inflammatory thymic
stromal lymphopoietin (TSLP) via TLR-7 signalling, which then activates DCs and promotes
HIV transmission to CD4+ T cells [32, 33]. The galactosyl ceramide receptor induces HIV
endocytosis in ECs and DCs, allowing transcytosis and transfer to susceptible CD4+ T cells

[34].
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HIV  acquisition may depend on the level of inflammation and
availability/permissiveness of target populations, such as activated CD4+ T cells expressing
CCRS5 and 04P7 [35, 36]. In human peripheral blood, CD4+ T cells expressing CCR6+ are
most permissive to HIV infection [37, 38]. In the gut, which represents a major viral reservoir,
mucosal Th17 effectors are the main targets of HIV/SIV [39-42]. These mucosal Th17 cells
are mostly a4p7" CD103", express RORyt"™ and have been reported to require factors, such as
transforming growth factor-beta (TGF-p)), interleukin (IL)-1, IL-6, IL-21 and IL-23, for their
differentiation [43]. They express CCR6, a major ligand of MIP-3a, which is mainly secreted
by mucosal ECs and is known to also attract immature LCs and DCs [44, 45]. It has been
determined that homeostatic balance between mucosal T effector vs T regulatory (Treg)
populations in the gut is modulated by EC and DC cross-talk, and is highly influenced by
factors, such as retinoic acid (RA) and TGF-p [46, 47] (Figure 1). TGF-p is also known to
influence FGT integrity [48, 49], and RA is involved in the regulation of ovarian function and
FGT immune status by its modulatory effect on sexual hormones [50]. Also, oestrogen can up-
regulate RA and TGF-3 production and signalling in the human endometrium [51, 52].

Thus, ECs and DCs appear to play a critical role in HIV infection by sensing through
PRRs and orchestrating the dynamics of cellular populations, inflammatory conditions and
adaptive immune responses. The fact that TLR expression and responsiveness are increased in
viraemic HIV infections suggests that TLR modulation is likely to influence HIV infection
[53]. From this viewpoint, modulation of inflammatory responses through TLR agonists is a
promising therapeutic approach in diseases with an imbalance in T cell responses, such as
allergy and asthma, and could be seen as impacting inflammatory conditions and immune

status in the FGT, the mucosal point of entry for the virus.
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4-Non-pathogenic SIV infections provide novel insights into the pathogenesis of human
HIV infection

Similar to pathogenic HIV and SIV infections in susceptible hosts, SIV infections in the
natural host Sooty mangabeys result in high viral replication and massive depletion of gut
mucosal effector CD4" T cells [54]. However, a major distinction from pathogenic infection is
the rapidly-developing anti-inflammatory milieu that prevents chronic activation, apoptosis
and proliferation of T cells in SIV-infected Sooty mangabeys. This contributes to the
maintenance of mucosal barrier integrity, preventing microbial translocation from the gut,
which is the hallmark of pathogenic infections [55]. The control of disease progression
appears to be linked to better management of aberrant immune activation caused by SIV
infection. Indeed, the early onset of anti-inflammatory IL-10 production and Treg activity
seems to be favoured in SIV non-pathogenic infections [54]. Furthermore, it was recently
demonstrated that Sooty mangabeys generated less Th17 effector target cells than highly-
susceptible macaques [40]. Importantly, the capacity to manage inflammatory conditions in
Sooty mangabeys is associated with a low type I IFN gene profile. The latter appears to be
linked to genetic polymorphisms in the type I IFN regulatory factor-7 (IRF-7) gene involved
in the regulation of IFN production downstream of TLR-7 and -9 signalling, which are
intracellular ligands for lentiviral ssRNA viruses, such as SIV and HIV, and CpG DNA,
respectively [56]. Moreover, early blocking of MIP-3a and pro-inflammatory cytokines in the
FGT of SIV-susceptible macaques prevented cellular recruitment, establishment of an
inflammatory milieu, and infection despite repeated intra-vaginal exposure to high SIV doses
[24]. Therefore, low inflammatory conditions are beneficial to the host in the context of
HIV/SIV, and we believe that preventive approaches, such as microbicides, should be

designed to induce and maintain a low inflammatory milieu.

5-Factors associated with susceptibility/resistance to HIV infection
The number of sexual partners and failure to use condoms are the best documented

behavioural risk factors for sexual HIV transmission. Among the most compelling biological
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risk factors are the presence of vaginosis and sexually-transmitted infections, high viral load
and low CD4" T lymphocyte counts in infectious contact, and possibly viral virulence and
tropism [reviewed in 57]. Host factors associated with susceptibility/resistance to HIV
infection and disease progression (Table 1) have been shown to involve qualitative and
quantitative modulation of mucosal innate factors, such as defensins, secretory leukocyte
protease inhibitor (SLPI) and other antiproteases, as well as variations in relative DC and NK
cell frequencies and activities [2, 58] (Figure 1). NK cells represent a critical component of the
host innate immune response against viral infections. The killing inhibitory receptor
(KIR)3DL1/S1 locus has been linked with both slow progression to AIDS and resistance to
HIV infection in a high-risk cohort of i.v. drug users from Montreal [59], and the
KIR2DL2/DL3 locus has also been associated with resistance to HIV infection among African
CSWs [60]. Functional modulation of NK cell responses (IFN-y), NK activation (CD69) and
degranulation (CD107a) markers has been correlated with resistance to HIV infection in
several independent cohorts of HESN individuals [58]. Human leukocyte antigen (HLA)
alleles, which are KIR ligands, are also associated with susceptibility/resistance to HIV
infection and disease progression [61-65]. Other factors include IRF-1 [66], TLR-9 [67] and
chemokine receptor/ligand polymorphisms, such as CCRS5 [68-76], CCR2b [77, 78], CCL3
(MIP-1a) [79] and CCL4 (MIP-1B) [80]. Viral restriction factors, such as apolipoprotein B
mRNA-editing catalytic polypeptide-like (APOBEC) 3G, tripartite motif (TRIM) 5a., tetherin,
and sterile alpha motif and HD domain 1 (SAMHDI), exert anti-HIV activity. Lens
epithelium-derived growth factor (LEDGF/p75) may also contribute to HIV resistance [81,
82]. Indeed, relatively low levels of LEDGF/p75 occurred in blood CD4+ T lymphocytes of

HESN subjects enrolled in a Senegalese cohort of HIV-serodiscordant couples [83].
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In a prospective cohort study of female CSWs in Nairobi, Kenya, over a 13-year period,
a small group of women were found to be persistently IgG-seronegative and resistant to
infection [84]. HIV resistance in this cohort has been associated with factors, such as trappin-
2/elafin [85-87], serpins and cystatins in genital samples [88], certain HLA class I and II
alleles [62], IRF-1 polymorphisms [66] and HIV-specific immune responses. Indeed, HIV-
specific CD4" T cell and CD8" CTL responses as well as cross-clade neutralizing IgA have
been encountered in both the blood and genital tract of resistant women [2, 89-95]. HIV-
resistant CSWs from the Kenyan cohort had increased cervical CD4+ T cell counts compared
to HIV-infected CSWs [93]. Moreover, CD4+ T cells in HIV-resistant women had a low
activation profile but a much greater ability to proliferate in response to HIV p24 peptides than
HIV-infected CSWs [94]. Also, in resistant women, higher levels of HIV-specific CTLs were
noted in the cervix than in blood [90]. Recent studies have demonstrated that the quality of T
cell responses in the context of HIV may be a major determinant of disease progression [96-
98]. In a cohort of HESN women from the Ivory Coast, HIV-specific mucosal IgA was shown
to block viral transcytosis through tight epithelial barriers [99, 100]. Thus, HIV-specific
immune responses in CSWs prevail in the FGT and may be important in preventing
heterosexual HIV infection. Interestingly, there is a clear indication of clustering of both
resistance and HIV-specific CTL responses among HIV-resistant CSWs, suggesting that
genetic factors could be involved in “protective” immune responses [101]. However, the
durability and protective efficacy of CTL responses in these subjects are not absolute. Late
seroconversion occurred in some HIV-resistant CSWs despite HIV-specific CTL responses
[102]. Seroconversion happened in the absence of detectable CTL escape mutations and was

related to the waning of HIV-specific CD8" CTL responses due to reduced sexual activity and
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thus renewed antigenic exposure. These findings suggest that production and maintenance of
HIV-specific effector responses and low-level immune activation may depend on genetically-
determined genital HIV-specific immune responses induced upon initial contact with HIV and
low ongoing viral exposure.

The recent finding that the frequency of immunosuppressive Treg lymphocytes was increased
in the blood of HIV-resistant women [103] is consistent with the notion that the host’s
capacity to control and/or maintain low levels of immune activation may contribute to
protection against infection. According to this view, in a cohort of highly HIV-exposed
Beninese CSWs, we found that HIV-uninfected CSWs had significantly lower genital levels of
tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) and IFN-y than HIV-infected CSWs [104] (Table 2).
These observations suggest that the capacity to maintain a low-key inflammatory profile at the
initial site of exposure is associated with protection against HIV infection in HESN
individuals. In contrast, serum IL-2, IL-10 and TNF-a levels were significantly higher in HIV-
uninfected CSWs than in HIV-infected CSWs. Importantly, when assessing the serum effector
(IL-6) to regulatory (IL-10) ratio, we determined that it was lower in HIV-uninfected CSWs
(0.9) than in HIV-infected CSWs (1.5). Moreover, the relatively normal cytokine levels found
in the serum of HIV-uninfected CSWs (similar to non-exposed women from the general
population) may be reflective of their capacity to maintain integrity of the systemic immune
compartment by stopping HIV dissemination beyond the genital tract. In contrast, the low
levels of cytokines observed in the serum of HIV-infected CSWs could reflect active
recruitment of cytokine-producing cells to the genital mucosa in response to HIV infection. In
this respect, HIV-infected CSWs had significantly higher blood and genital levels of monocyte
chemotactic protein-3 (MCP-3) and monokine induced by gamma interferon (MIG) compared
to both HIV-uninfected CSW and non-CSW groups [105]. In the HIV-infected group, MCP-3
and MIG levels were significantly higher in the genital mucosa than in blood, indicating a
chemotactic gradient favouring the recruitment of immune cells contributing to the mucosal
inflammatory response observed in these women. However, HIV-uninfected CSWs had
significantly higher MIP-1a levels in the genital mucosa than both HIV-infected CSWs and
HIV-uninfected non-CSW women. Moreover, serum MIP-1a (CCL3) and MIP-1b (CCL4)
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levels were higher in HIV-uninfected CSWs than the other groups. Interestingly, MIP-1a and
MIP-1b are natural ligands of the HIV co-receptor CCRS, and high copy numbers of CCL3
and CCL4 genes have been previously associated with lower risk of HIV infection [79, 80],
possibly by competing/blocking viral entry mediated by the co-receptor CCRS5 [9]. Finally,
recent evidence indicates that local microflora may also play a pivotal role in shaping host
immune responses [2, 106], and thus may be a potential ally in the modulation of a mucosal
immune compartment favourable to the maintenance of low inflammatory conditions. Thus ,
the immune events involved in natural immunity “resistance” to HIV may share some
similarities with those associated with the control of the mucosal commensal microflora,
which are thought to involve mucosal Igs and balanced Treg/Teffector responses in absence
of inflammation, and which cellular niches are maintained by repeated antigenic exposure,

such as likely encountered by HESN individuals.

6-Conclusion

Overall, resistance in the context of HIV infection may be associated with the host’s
capacity to induce a strong innate and HIV-specific immune response and, at the same time,
control/maintain low inflammatory conditions and fewer HIV target cells at the initial
exposure site (Figure 1). Understanding how the mucosal immune system in the human FGT
might prevent or facilitate HIV infection has important implications for the design of effective
interventions, and may help develop strategies to modulate mucosal inflammatory conditions,

to establish quick, long-lasting, first-line mucosal defence against HIV.
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Table 1 Genetic and genital mucosa host factors associated with resistance to HIV-1 infection

in several HESN cohorts

HIV-resistant host factors

Genetic Genital mucosa
KIR3D L1/S1 [59] Protease inhibitors (SLPI, lactoferrin, serpins, cystatins, trappin-
KIR2D L2/L3 [60] 2/elafin) [2, 85-88]

HLA class 1 alleles [61-65]  Defensins (o) [2]
IRF-1 [66] CC-p chemokines [9, 79, 80]

TLR 9 [67] APOBEC3G, TRIM5a., tetherin, SAMHD1, LEDGF/p75 [81-83]

CCR5A32 [68-76] Elevated DC and NK cell frequencies/activities [58]

CCR2b [77, 78] CDA4+- and CD8+-specific immune responses and reduced T cell
MIP-1a [79] activation [2, 89-98]
MIP-1p [80] Cross-clade neutralizing specific IgA (transcytosis inhibition and

ADCC activities) [2, 89-95, 99, 100]

ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity; APOBEC, apolipoprotein B mRNA-editing
catalytic polypeptide-like; CTL, cytotoxic T lymphocyte; DC, dendritic cell; HESN, highly-
exposed HIV-seronegative; HLA, human leucocyte antigen; IRF, interferon-regulating factor;
KIR, killing inhibitory receptor; LEDGF, Lens epithelium-derived growth factor; MIP,
macrophage inflammatory protein; NK, natural killer; SAMHD, sterile alpha motif and HD
domain; SLPI, secretory leukocyte protease inhibitor; TLR, Toll-like receptor; TRIM,

tripartite motif.
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Table 2 Cytokines and chemokines significantly associated with resistance to HIV-1 infection

in the Beninese HIV-1-uninfected and infected CSW cohort

Cytokines/chemokines HIV-resistant CSWs HIV-infected CSWs

Genital mucosa

TNF-a ! T
IFN-y ! 1
MIP-1 o N l
MCP-3 ! 1
MIG ! m

Blood

IL-2 1 !

IL-10 0 !
TNF- a ) i)
MIP-1 o ) l
MIP-1p ) l
MCP-3 ! 0
MIG ! 0

[104, 105]

CSW, commercial sex worker; IL, interleukin; IFN, interferon, MCP, monocyte chemotactic
protein; MIG, monokine induced by gamma interferon, MIP, macrophage inflammatory

protein; TNF, tumour necrosis factor

Ixii



Figure 1 Qualitative and quantitative differences in mucosal innate and adaptive immune
components are associated with the outcome of HIV infection in the female genital tract

(FGT).
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Top panel: Controlled immune homeostasis results in resistance to HIV infection at the
mucosal point of entry. Homeostatic balance between mucosal T effector vs T regulatory
(Treg) populations is modulated by epithelial cell (EC) and dendritic cell (DC) cross-talk, and
is influenced by factors, such as retinoic acid (RA) and transforming growth factor-beta (TGF-
). Host factors associated with resistance to HIV infection involve the modulation of mucosal
innate factors, such as defensins, secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) and other
antiproteases as well as variations in frequencies and activities of DC, B, T and natural killer
(NK) cell populations. HIV-specific mucosal IgA blocks viral transcytosis through the
epithelium, and IgG is involved in antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). High

levels of B-chemokines, such as macrophage inflammatory protein-lalpha (MIP-1a), MIP-1f3
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and regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES), which are
natural CCRS (major HIV co-receptor) ligands, can block cell viral entry to the FGT mucosa.

Bottom panel: Uncontrolled inflammation results in susceptibility to HIV infection at the
mucosal point of entry. Unbalanced ratios between mucosal T effector vs Treg populations
favouring high levels of T effectors are the hallmark of an inflammatory environment.
Established vaginal inflammation can facilitate HIV infection through epithelium damage and
recruitment of CD4+ T effectors, prime targets of HIV. The virus can also bind to ECs, be
captured by Langerhans cells or DCs, and subsequently transcytosed and transferred to
productively infect CD4+ target cells. Host factors associated with susceptibility to HIV
infection are inflammatory markers, such as tumour necrosis factor-alpha (TNF-a.), interferon-
gamma (IFN-y), IFN-a, interleukin-1beta (IL-1f), as well as thymic stromal lymphopoietin
(TSLP) and MIP-3a secreted primarily by ECs after downstream HIV signalling, favouring
the recruitment of plasmacytoid DC (pDC) and CD4+ target cells. The promotion of an
inflammatory milieu will contribute to infection and dissemination of HIV across the genital

tract.
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