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Résumé 

Dans les dernières années, il a été montré que les provirus intacts et défectueux du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) codent pour des protéines virales qui contribuent à l’activation 

chronique des lymphocytes T spécifiques au VIH, et ce même sous traitement antirétroviral (ART). 

Nous avons développé deux méthodes pour étudier, d’un côté, l’intégrité et la clonalité de 

séquences provirales (virologie), et de l’autre, les réponses T spécifiques au VIH (immunologie). 

Tout d’abord, nous avons développé une bibliothèque R nommée « IntegrityAlgorithm », 

automatisant une séquence d’analyse utilisée précédemment pour déduire l’intégrité et la clonalité 

de séquences quasi-pleine longueur (NFL) de provirus. Chaque séquence provirale est analysée 

pour la présence, dans cet ordre, d’inversions, d’hypermutations, de grandes délétions internes, de 

codons stops, de défauts dans la région Ψ et de défauts dans les cadres de lectures ouverts (ORFs). 

Les provirus dépourvus de ces défauts sont identifiés comme « intacts ». Nous montrons que la 

hiérarchisation des défauts sous-estime certains défauts, comme les codons stops et les défauts dans 

le Ψ. L’algorithme produit des résultats en accord avec les données publiées et présente plusieurs 

avantages par rapport à d’autres algorithmes de prédiction. 

 Nous avons aussi multiplexé l’essai de marqueurs induits par l’activation (AIM), 

couramment utilisé pour la détection de cellules T spécifiques à un antigène, en mesurant 

simultanément la co-expression de quatre AIMs (CD69, 4-1BB, OX40 et CD40L) plutôt que deux. 

En utilisant une stratégie de gating booléen ET/OU, l’approche augmente la fréquence de détection 

des cellules T CD4+ spécifiques à un antigène en comparaison aux paires d’AIMs standards. La 

détection des cellules T CD8+ était plutôt dominée par la paire d’AIMs CD69+4-1BB+. Le 

multiplexage réduit les biais dans la qualification et la quantification des cellules T spécifiques à 

un antigène, tel qu’il a été montré avec des analyses de phénotypage et des comparaisons intra- et 

inter-cohorte. Nous avons ensuite modifié la stratégie de gating booléen ET/OU pour une stratégie 

de gating en « L », nous permettant de trier des cellules vivantes T CD4+ et CD8+ spécifiques au 

VIH et au cytomégalovirus (CMV). 

En considérant l’étroite relation qu’entretiennent les provirus du VIH et le système 

immunitaire, améliorer nos méthodes pour la caractérisation à la fois des provirus, mais aussi des 
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réponses T spécifiques au VIH, demeure essentielle pour une meilleure compréhension de la 

persistance des réservoirs et pour élaborer des stratégies de vaccination et d’éradication du virus. 

Mots-clés : VIH, cellules T CD4+ spécifiques à un antigène, cellules T CD8+ spécifiques à un 

antigène, réservoirs, séquençage quasi-pleine longueur, essai de marqueurs induits par l’activation, 

tri de cellules vivante, R, cytométrie en flux
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Abstract 

In the past years, intact and defective human immunodeficiency virus (HIV) proviruses have been 

shown to code for viral proteins that contribute to sustaining chronic HIV-specific T cell responses, 

even under antiretroviral therapy (ART). We have developed two methods to study, on one side, 

the intactness and clonality of proviral sequences (virology), and on the other, the HIV-specific T 

cell responses (immunology). We developed an R package named “IntegrityAlgorithm” that 

automates a previous analysis pipeline used to infer intactness and clonality of near full-length 

proviral sequences (NFL). Each proviral sequence undergoes analysis to identify, in this order, the 

presence of inversions, hypermutations, large internal deletions, stop codons, Ψ defects, and defects 

in the open reading frames (ORFs). Proviruses exhibiting none of these defects are inferred as 

“intact.” We show that the hierarchization of defects underestimate some defects, such as stop 

codons or Ψ defects. The algorithm produces consistent results with the data published and presents 

several advantages over other prediction algorithms. 

We also multiplexed the activation-induced marker (AIM) assay, commonly used to detect 

antigen (Ag)-specific T cells, by simultaneously measuring the co-expression of four AIMs (CD69, 

4-1BB, OX40, and CD40L) instead of two. When combined in an AND/OR Boolean gating 

strategy, the approach increases the frequency of Ag-specific CD4+ T cells detected in comparison 

to single AIM pairs. CD8+ T cell detection is rather dominated by the AIM pair CD69+4-1BB+. 

Multiplexing reduces biases in the qualification and quantification of Ag-specific T cells, as shown 

with phenotyping analyses and intra- and inter-cohort comparisons. We then modified the Boolean 

AND/OR gating strategy to an “L gating” strategy for the purpose of sorting live Ag-specific CD4+ 

and CD8+ T cells. 

Considering the interdependent relationship between HIV proviruses and the immune 

system, improving our methods to characterize both the intactness of proviruses and the HIV-

specific T cell responses will remain essential for a better understanding of the reservoirs 

persistence and to elaborate vaccine and viral eradication strategies. 
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Avant-propos 

Pour donner un peu de contexte derrière l’origine de cette co-supervision, j’ai initialement débuté 

ma maîtrise dans le laboratoire de Dr. Daniel Kaufmann pour travailler sur le projet de la 

dysfonction des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH, qui sera présenté dans ce mémoire, avec 

Dr. Maaran Michael Rajah, un stagiaire postdoctoral. 

Quelques mois après le début de ma maîtrise, considérant le déménagement du laboratoire 

Kaufmann à Lausanne, en Suisse, j’ai eu l’occasion d’entreprendre une co-supervision avec le Dr. 

Nicolas Chomont. Puisque j’ai une formation en bioinformatique et en programmation provenant 

de mon baccalauréat, on m’a proposé un projet qui mettrait en valeur ces compétences. Un projet, 

d’ailleurs, axé sur la virologie du VIH. 

En parallèle, face au départ du Dr. Rajah quelques mois plus tard, on m’a donné la chance de 

prendre la tête du projet « dysfonction », un projet axé sur les réponses immunologiques face à 

l’infection au VIH. 

Ainsi, dans ce mémoire, je présenterai deux projets réalisés dans deux laboratoires différents, 

chacun ayant son propre chapitre distinct: un projet virologique dans le laboratoire Chomont 

(chapitre 3) et un projet immunologique dans le laboratoire Kaufmann (chapitre 4). Ensemble, 

ces deux projets permettront une meilleure compréhension du VIH lui-même, de l’élaboration de 

stratégies vaccinales, de la persistance des réservoirs et de leur éradication. 
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Chapitre 1 – Introduction 

1.1 Le virus de l’immunodéficience humaine 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est le rétrovirus responsable du syndrome 

d’immunodéficience acquise, communément appelé « SIDA ». Il existe deux types principaux de 

VIH : le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est divisé en quatre groupes (M, N, O et P) et le groupe M, 

responsable de plus de 90% des cas mondiaux de VIH-1, est lui-même sous-divisé en sous-types 

A à L (1,2). Ce mémoire ne traitera que du VIH-1 et plus spécifiquement du sous-type B, le sous-

type le plus répandu en Europe et dans les Amériques. 

 

1.1.1 La pathogénèse 

Le virus se transmet par échange de liquides corporels (sperme, sécrétions vaginales, sang et lait 

maternel) avec une personne avec le VIH (PVIH), principalement par contact sexuel, mais aussi 

par transmission verticale de mère à enfant ou par inoculation percutanée (3). Il y a trois phases à 

l’infection du VIH : la phase aigüe, la phrase chronique et la phase SIDA (Figure 1.1.1). 
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Figure 1.1.1 – Pathogénèse du VIH. Les courbes rouge, bleu, vert et mauve représentent, respectivement, 

l’activation immunitaire, le nombre de lymphocytes T CD4+ dans le sang, la virémie et le nombre de 

lymphocytes T CD4+ dans les muqueuses. Figure adaptée de Grossman et al. (4). 

 

La phase aigüe dure de quelques jours à quelques semaines après l’événement de 

transmission. La première phase « d’éclipse » est asymptomatique, dure en moyenne 10 jours et 

précède la détection d’ARN viral dans le sang (5). Durant cette phase, le VIH infecte les 

lymphocytes T CD4+, ses cellules cibles, des muqueuses du site d’infection. Le virus infecte 

préférentiellement les cellules qui expriment le récepteur de chimiokine C-C de type 5 (CCR5). 

L’infection déclenche une inflammation locale qui permet de recruter d’autres cellules 

immunitaires, comme des lymphocytes T CD4+ additionnels, au site d’infection (6,7). À la fin de 

la phase d’éclipse, le VIH se rend jusqu’aux ganglions lymphatiques, rencontre et infecte d’autres 

cellules T CD4+ activées (5,8) par dissémination systématique. Le VIH se réplique alors 

rapidement et se propage à d’autres tissus lymphatiques, en particulier à ceux des intestins (GALT). 

La charge virale (ou virémie) augmente exponentiellement jusqu’à atteindre des millions de copies 

d’ARN viral par mL de sang, trois à quatre semaines après le début de l’infection (5). En parallèle 

avec le pic de virémie, le système immunitaire est fortement activé, les lymphocytes T CD4+ dans 

le sang sont en faible quantité et ceux des GALT sont largement diminués (4,9). Certains individus 

auront des symptômes aspécifiques similaires à ceux de la grippe. Vers la fin de la phase aigüe, la 

charge virale redescend, ce qui a été associé avec une augmentation de de la réponse cytotoxique 

des cellules T CD8+ spécifiques au VIH (1). Le compte de cellules T CD4+ est partiellement 

restauré dans le sang, mais pas dans les GALT. 

La phase chronique est généralement asymptomatique et peut durer des années. Bien que 

la charge virale demeure relativement constante, le nombre de lymphocytes T CD4+ diminue 

lentement, mais progressivement au cours du temps (4,10). L’activation immunitaire augmente 

aussi de manière constante. Sans traitement, le virus continue de se répliquer à bas niveaux. La 

perte de cellules T CD4+ est dite linéaire et constante jusqu’au stade le plus avancé de l’infection 

au VIH, où lorsque le compte de cellules T CD4+ atteint <200 cellules/ μL, le déclin se fait plus 

rapidement (10). 
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Dans la majorité des cas, la perte de lymphocytes T CD4+ combinée avec l’augmentation 

graduelle de la virémie mène à la progression de l’infection en SIDA. À ce stade, le compte de 

cellules T CD4+ est de <200 cellules/μL (1,11). Les individus deviennent alors susceptibles à toutes 

sortes d’infections opportunistes, devenant souvent mortelles dû à la diminution de leurs cellules 

T CD4+, comme la pneumonie à Pneumocystis jirovecii ou la rétinite à cytomégalovirus (CMV), 

et à certains cancers tels que le sarcome de Kaposi (1,12). 

En comparaison aux « progresseurs chroniques » (CP), l’infection au VIH ne progresse pas 

au SIDA chez un petit groupe de personnes (<1%). Ces individus, appelés « contrôleurs élites » 

(EC), contrôlent spontanément la virémie à des niveaux d’indétectabilité et maintiennent des 

comptes élevés et stables de cellules T CD4+ pendant des années, et ce, sans traitement  (13,14). 

En 2022, environ 85,6 millions d’infections au VIH avaient été comptabilisées depuis sa 

découverte en 1981, avec toujours 1,3 millions de nouvelles infections à chaque année. Le virus a 

été responsable de plus de 40 millions de décès à travers le monde et, en moyenne, 630 000 

personnes décédaient toujours en 2022 à la suite de maladies reliées au SIDA. Environ 39 millions 

de personnes vivent toujours avec le VIH (15). 

L’introduction de la thérapie antirétrovirale (ART) a drastiquement changé le pronostic de 

l’infection par le VIH. Le traitement ART a permis de réduire la réplication virale à des niveaux 

d’indétectabilité et d’augmenter l’espérance de vie des PVIH (16). Sans traitement, dans la majorité 

des cas, l’infection au VIH progresse au SIDA en moyenne huit à dix ans après le début de 

l’infection (1). 

 

1.1.2 Le cycle de réplication virale 

Le VIH infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4+ activés, mais peut aussi infecter les 

cellules myéloïdes comme les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules microgliales 

(1). Parmi les sous-populations de lymphocytes T CD4+, les Th17, exprimant le récepteur de 

chimiokines et marqueur de migration vers les intestins CCR6, seraient plus susceptibles à 

l’infection (17–20). 
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Le cycle de réplication virale du VIH peut être divisé en sept étapes (Figure 1.1.2). Le VIH, 

avec la glycoprotéine gp120 de son enveloppe (Env), se lie à son récepteur CD4 et à un de ses 

corécepteurs, CCR5 ou le récepteur de chimiokine C-X-C de type 4 (CXCR4). L’attachement 

provoque un changement de conformation, entraînant la fusion des membranes virale et cellulaire 

de l’hôte, ce qui permet l’entrée du cœur viral dans le cytoplasme de la cellule (étape n°1). Grâce 

à l’enzyme virale de transcriptase inverse, l’ARN viral monocaténaire à polarité positive est 

rétrotranscrit en ADN viral double-brin (étape n°2). L’ADN viral néoformé est importé dans le 

noyau, où a lieu sa décapsidation et son relâchement à proximité des sites d’intégration 

(21). L’ADN viral s’intègre ensuite au génome de l’hôte à l’aide de l’intégrase virale (étape n°3). 

Le virus se trouve alors sous forme d’un « provirus », c’est-à-dire la séquence virale incorporée 

dans le génome de l’hôte. En utilisant la machinerie cellulaire, l’ADN viral est transcrit en ARN 

messagers (ARNm) viraux (étape n°4). Des copies du génome viral sous forme d’ARN 

monocaténaire sont aussi synthétisées. Après l’épissage des ARNm et leur exportation hors du 

noyau, les ARNm sont traduits en protéines et en enzymes virales nécessaires à la formation du 

cœur viral (étape n°5). L’assemblage se produit également dans le cytoplasme, où le génome et les 

protéines virales synthétisées sont encapsidés dans le cœur viral à l’aide de la polyprotéine Gag. 

Le bourgeonnement permet quant à lui la formation de l’enveloppe virale (étape n°6). Après le 

relâchement du virion immature hors de la cellule, l’enzyme de protéase virale induit sa maturation, 

le rendant ainsi compétent pour l’infection d’une nouvelle cellule (étape n°7) (1,12,22).  

Les médicaments antirétroviraux actuels bloquent une ou plusieurs étapes du cycle viral, 

inhibant ainsi la réplication virale (Figure 1.1.2). Ils sont généralement regroupés en six grandes 

classes de médicaments : les inhibiteurs d’entrée (IEs), qui incluent les inhibiteurs d’attachement, 

les inhibiteurs de CCR5 et/ou CXCR4 et les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs nucléosidiques et 

nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTIs), les inhibiteurs non nucléosidiques de la 

transcriptase inverse (INNTIs), les inhibiteurs de l’intégrase (INIs), les inhibiteurs de la protéase 

(IPs) et les inhibiteurs de la capside (ICs). Dans la majorité des cas, deux INTIs combinés à un INI, 

un IP ou un INNTI sont administrés à l’initiation du traitement (1). 
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Figure 1.1.2 – Cycle viral du VIH. Figure adaptée de Deeks et al. (12) et Bekker et al. (1). Figure créée 

avec un modèle disponible sur BioRender.com. IEs : inhibiteurs d’entrée, incluant les inhibiteurs 

d’attachement, les inhibiteurs de CCR5 et/ou CXCR4 et les inhibiteurs de fusion; INTIs : inhibiteurs 

nucléosidiques/ nucléotidiques de la transcriptase inverse; INNTIs : inhibiteurs non nucléosidiques de la 

transcriptase inverse; INIs : inhibiteurs de l’intégrase; IPs : inhibiteurs de la protéase; ICs : inhibiteurs de la 

capside. 

 

1.1.3 Les protéines virales 

Le génome du VIH-1 a une taille approximative de 9 800 nucléotides (23) et code pour neufs cadres 

de lecture ouverts (ORFs) : trois protéines de structure (Gag, Pol et Env), deux protéines 

régulatrices essentielles (Tat et Rev) et quatre protéines régulatrices accessoires (Vif, Vpr, Vpu et 

Nef) principales (24) (Figure 1.1.3). En résumé, les rôles des protéines du VIH sont les suivants : 

Entrée 7

https://biorender.com/
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• La polyprotéine Gag (« group-specific antigen ») est composée des protéines de la matrice 

(p17), de la capside (p24) entourant le génome viral, de la nucléocapside (p7) et de p6, une 

protéine impliquée dans le bourgeonnement viral. 

• La polyprotéine Pol (« polymerase ») est composée des enzymes virales de la protéase 

(p12), de la transcriptase inverse (p51) et de l’intégrase (p31). 

• La polyprotéine Env (« envelope ») est formée de deux sous-unités : la glycoprotéine de 

surface (gp120) et la glycoprotéine fusogénique transmembranaire (gp41). 

• La protéine régulatrice essentielle Tat (« transactivator protein ») se fixe à TAR (« Tat 

responsive element »), situé à l’extrémité 5’ des régions séquences terminales longues 

répétées (LTR), pour favoriser l’élongation et augmenter l’efficacité de la transcription 

virale (24–26). Sans Tat, les transcrits ne dépassent habituellement pas quelques centaines 

de paires de bases. 

• La protéine régulatrice essentielle Rev (« regulator of virion expression ») se fixe au RRE 

(« Rev Responsive Element ») pour exporter hors du noyau les ARNm partiellement et non 

épissés. Contrairement aux ARNm complètement épissés codant pour les protéines Tat, 

Rev et Nef, ceux partiellement et non épissés coderont pour les protéines structurales ou le 

génome (ARN génomiques) et nécessitent l’activité de Rev pour leur exportation (24,27). 

• Le rôle de la protéine régulatrice accessoire Vif (« viral infectivity factor ») est d’inhiber 

l’activité du facteur de restriction APOBEC3G, connu pour induire l’hypermutation du 

génome viral, et ainsi limiter la production de protéines non-fonctionnelles (27,28). 

• La protéine régulatrice accessoire Vpr (« viral protein R ») joue plusieurs rôles dans la 

réplication et la pathogénèse du virus, incluant un effet sur l’efficacité du processus de 

rétrotranscription, sur l’importation de l’ADN viral dans le noyau, sur la modulation de 

l’apoptose et sur l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 (24,29,30). 

• Le rôle de la protéine régulatrice accessoire Vpu (« viral protein U »), spécifique au       

VIH-1, est de dégrader le CD4 néo-synthétisé, de diminuer l’expression des molécules 

d’antigènes des leucocytes humains de type C (HLA-C) à la surface des cellules infectées, 

mais aussi de contrer l’action de la tétherine, un facteur de restriction qui bloque le 

relâchement des virions (24,31–33). 

• La protéine régulatrice accessoire Nef (« negative factor ») améliore l’infectivité du virus 

et diminue l’expression de surface de CD4. Elle diminue aussi l’expression des molécules 
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du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I à la surface des cellules 

infectées, spécifiquement les HLA-A et les HLA-B, potentiellement pour les aider à évader 

la réponse cytotoxique (24,34,35). 

 

Figure 1.1.3 – Génome du VIH-1. Figure inspirée du Los Alamos National Laboratory (36). 

 

 À la suite de la rétrotranscription, l’ADN viral est flanqué de deux LTR identiques, l’une à 

l’extrémité 5’ et l’autre, à l’extrémité 3’ (Figure 1.1.3). Le 5’LTR contient le promoteur à la 

transcription virale, tandis que le 3’LTR joue un rôle dans la terminaison de la transcription et dans 

la polyadénylation des transcrits viraux (37). En aval du 5’LTR et en amont de Gag se situe le locus 

Psi (ou Ψ), qui contient le site donneur principal d’épissage (MSD) pour l’épissage des transcrits 

et les quatre boucles SL1, SL2, SL3 et SL4, qui ont un rôle dans la dimérisation et l’encapsidation 

de l’ARN viral (38). 

 

1.1.4 Les réservoirs du VIH 

Tel que mentionné plus haut, lors d’une infection par le VIH, l’ADN viral s’intègre dans le génome 

des cellules de l’hôte. On distingue l’infection dite « productive » d’une infection dite « latente ». 

L’infection productive est surtout observée chez les personnes qui ne sont pas sous traitement et 

est caractérisée par la production d’ARN, de protéines et de particules virales. Ces cellules 

transcriptionnellement actives composent le réservoir « actif » du VIH. Plusieurs études montrent 

cependant que le réservoir actif existe également chez les PVIH sous traitement, même si cette 

réplication résiduelle est à bas bruit (39–43). À l’opposé, dans l’infection latente, il n’y a pas ou 

très peu de transcription virale (1,17). L’ensemble de ces cellules infectées de manière latente 

constituent le réservoir « latent » du VIH, dans lesquels le génome viral persiste de façon prolongée 
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(44). Si les cellules infectées de manière latente portant des provirus compétents pour la réplication 

devaient se réactiver, ils pourraient causer une nouvelle infection productive. 

L’infection latente est principalement observée dans les cellules T CD4+ au repos qui ont 

un phénotype mémoire, principalement les lymphocytes T mémoires centraux (TCM) et les 

lymphocytes T mémoires transitionnels (TTM) (45,46), mais aussi les lymphocytes T effecteurs 

mémoires (TEM) (44,47). Le VIH peut aussi persister dans différentes sous-populations 

fonctionnelles de cellules T mémoires, incluant les Th1, les Th17, les lymphocytes T folliculaires 

helper (Tfh) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) (44). La latence serait établie soit post-

activation des cellules T CD4+, c’est-à-dire que des cellules activées et infectées retourneraient à 

un état de dormance, ou soit pré-activation, où le VIH infecterait directement des cellules T CD4+ 

mémoires au repos ou des cellules activées dans le processus de se différentier en mémoire 

(1,17,44). Puisque les cellules infectées de manière latente n’expriment pas ou peu d’antigènes du 

VIH, elles échappent au système immunitaire. 

Sous ART, la taille du réservoir demeure stable au cours du temps, avec une demi-vie 

approximative de 44 mois (48), malgré des décennies de thérapie sous ART (49). Plusieurs 

mécanismes permettraient au réservoir de persister. Parmi ceux-ci, il y a la prolifération 

homéostatique assurant la survie des cellules T mémoires pendant des années (45,50,51), mais 

aussi l’expansion clonale (50–55), où une cellule récemment activée prolifère en nombres par la 

création de cellules lui étant identiques. Ces clones possèdent alors des provirus identiques à la 

cellule initiale (56). 

 Dans la majorité des cas, un rebond de la charge virale est observé après l’interruption du 

traitement (57–59). Ainsi, bien que le traitement ART inhibe la réplication virale et permette de 

prévenir l’infection de nouvelles cellules, il ne parvient pas à éliminer les réservoirs du VIH, ces 

cellules où le génome viral est déjà intégré (12). Selon une étude utilisant un modèle simien, ces 

réservoirs s’établiraient aussi tôt que trois jours après le début de l’infection (60). Traiter l’infection 

rapidement limite la taille du réservoir, mais n’empêche pas son établissement (46,61–64). 

La difficulté de réactiver, reconnaître et éliminer ces cellules portant des génomes 

compétents pour la réplication demeure un obstacle majeur à l’éradication du VIH. Même si le VIH 

semble avoir une préférence pour les lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH (65), au CMV, à 
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l’influenza, au Mycobacterium tuberculosis (66) et au virus d’Epstein-Barr (EBV), des co-

infections fréquentes avec le VIH, la spécificité des cellules T CD4+ infectées continue d’être 

majoritairement inconnue (52). La stratégie thérapeutique du « shock and kill » utilise des agents 

de réversion de la latence (LRAs) pour induire la transcription virale, afin d’induire leur élimination 

par le système immunitaire (67). 

 

1.1.5 Les mesures de l’intégrité du génome 

Parmi les cellules du réservoir latent du VIH, celles portant des provirus inductibles et 

potentiellement compétents pour la réplication sont particulièrement étudiés, dû à leur potentiel 

d’alimenter le rebond de la virémie lors de l’arrêt du traitement. Une partie de la recherche sur le 

VIH se concentre ainsi à essayer de les identifier et de les éliminer. Toutefois, chez les individus 

sous traitement, ces provirus ne représentent que 2 à 5% de toutes les cellules infectées (47,68–70). 

Il existe de nombreuses méthodes pour caractériser quantitativement et qualitativement les 

réservoirs du VIH, que ce soit pour mesurer la taille du réservoir, pour informer sur leur phénotype, 

leur inductibilité, leur intégrité et/ou sur leur capacité à produire des virions compétents pour la 

réplication (71). 

Parmi les méthodes plus communes, il y a la mesure de l’ADN total du VIH (72–74), qui 

quantifie toutes les formes du génome viral, et la mesure de l’ADN intégré de VIH (75), qui ne 

quantifie que les provirus intégrés (71,76,77) (Figure 1.1.4). Cela se fait par réaction en chaîne par 

polymérase (PCR), soit par PCR en temps réel (qPCR) ou par PCR digitale (ddPCR), en utilisant 

des amorces spécifiques au VIH (ADN total) ou en les combinant avec des amorces Alu, des 

courtes régions répétées spécifiques au génome humain (ADN intégré). Ce sont des approches 

simples, sensibles et qui requièrent peu de cellules. Cependant, elles mesurent majoritairement des 

génomes incompétents pour la réplication virale. 

La mesure de l’ARN du VIH associé aux cellules (caRNA) (77–79), aussi basée sur la PCR, 

permet de quantifier le nombre de transcrits spontanés non-épissés (usRNA) ou multi-épissés 

(msRNA). Elle permet de mesurer la fréquence de cellules compétentes pour la transcription virale 

et d’estimer le réservoir actif du VIH. 
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Parmi les essais d’inductibilité du réservoir, le RNA-flow FISH (69–73) et le HIV-Flow (84) 

sont tous deux basés sur la cytométrie en flux. Le RNA-flow FISH permet de détecter différents 

transcrits d’ARNm (5’exon, Gag, Pol, Gag-Pol, Nef) à l’aide de sondes, indiquant les capacités 

transcriptionnelles du réservoir, ainsi que la protéine p24 pour ses capacités traductionnelles. Le 

HIV-Flow caractérise les réservoirs aux capacités traductionnelles en utilisant deux anticorps 

ciblant la p24. La combinaison de deux marqueurs (sondes d’ARNm et/ou p24) permet d’identifier 

les cellules infectées. Les événements détectés sont très rares, même en utilisant des agents de 

réactivation : chez les PVIH sous traitement, les médianes sont de 97 cellules compétentes pour la 

transcription par millions de lymphocytes T CD4+ (RNA-flow FISH) (82), 3,6 cellules compétentes 

pour la transcription et la traduction (RNA-flow FISH) (80) et 4,3 cellules compétentes pour la 

traduction seulement (HIV-Flow) (84). Ce sont des essais assez coûteux qui requièrent un grand 

nombre de cellules, mais dont la résolution est au niveau de la cellule unique, permettant ainsi de 

phénotyper et d’obtenir la nature des cellules infectées. 

Un autre essai d’inductibilité est le TILDA (« Tat/rev Induced Limiting Dilution Assay ») (85). 

Contrairement au caRNA, il mesure la transcription (ARN) induite. Spécifiquement, le TILDA 

mesure la fréquence de génomes pouvant produire des transcrits d’ARN multi-épissés (et plus 

spécifiquement, ceux de Tat et de Rev) en utilisant le principe de la dilution limite et de la RT-

PCR. La dilution limite est une technique de dilution basée sur la loi de Poisson qui permet 

d’évaluer la fréquence de l’événement détecté, soit la présence d’ARN du VIH multi-épissés dans 

ce cas (86). 

La seule méthode permettant de réellement quantifier les cellules portant des provirus 

compétents pour la réplication est le QVOA/VOA (« quantitative viral outgrowth assay » ou 

« viral outgrowth assay »). Il s’agit d’un autre essai d’inductibilité, mais cette fois-ci basé sur la 

culture cellulaire (58). Brièvement, les cellules de PVIH sont mises en culture en dilution limite, 

activées in vitro pour stimuler la réplication virale et la production de nouveaux virions infectieux, 

puis cultivées en présence de cellules cibles non-infectées. Les niveaux de protéines p24 dans le 

surnageant, indicatifs des capacités de production virale, sont mesurés avec la méthode immuno-

enzymatique ELISA (71). En revanche, il s’agit d’un essai plus long et difficile (2-3 semaines).  
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Figure 1.1.4 – Différentes méthodes de caractérisation des réservoirs. Figure adaptée de Deeks et al. 

(87). 

 

1.1.5.1 Les approches de séquençage de provirus de quasi-pleine longueur ou NFL (« near 

full-length ») 

Considérant les difficultés à identifier les provirus infectieux, plusieurs études se sont plutôt 

penchées à évaluer les génomes exempts de défauts, qualifiés de génétiquement « intacts », qui 

pourraient prédire leur compétence potentielle pour la réplication. Toutefois, aucune des techniques 

mentionnées ci-dessus ne permet de discriminer les génomes intacts et défectueux des provirus. 

Pour ce faire, des nouveaux essais basés sur le séquençage ont été développés pour estimer avec 

davantage de précision la proportion de génomes intacts. 

Ho et al. ont développé une technique permettant d’obtenir la séquence quasi-pleine longueur 

(near full-length ou NFL) des provirus. Cette technique utilisait des PCR à deux étapes dites 

« nichées » (69). La première étape utilisait des amorces externes (de la région 5’ à 3’) pour 

amplifier la région d’intérêt en un seul fragment. Afin d’augmenter la spécificité du signal, ce 

produit d’amplification était subséquemment utilisé pour une deuxième PCR, cette fois-ci avec des 
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amorces internes. Les auteurs ont réalisé quatre PCR nichées avec des amorces internes se 

chevauchant, suivi par du séquençage Sanger, permettant de reconstruire la séquence quasi-pleine 

longueur du provirus. 

Les équipes de Dr. Sarah Palmer (47) et Dr. Mathias Lichterfeld (88) ont ensuite modifié le 

protocole NFL pour amplifier, en une seule PCR nichée, un fragment d’environ 9 000 paires de 

bases (pb). Ce fragment couvrait approximativement 92% du génome du VIH (89). L’amplification 

a été suivie du séquençage nouvelle génération (NGS) Illumina MiSeq. Les fragments étaient 

ensuite assemblés de novo, puis alignés sur la séquence de référence du sous-type B du VIH-1, 

HXB2, et analysés pour la présence de plusieurs défauts. Hiener et al. ont estimé que 5% des 

provirus étaient intacts, trouvés en plus grande fréquence dans les cellules T effectrices mémoires 

(TEM), et que plusieurs de ces génomes intacts étaient identiques, suggérant que la prolifération et 

l’expansion clonale jouent des rôles importants dans la persistance des réservoirs du VIH (47). Les 

résultats de Lee et al. concordaient avec ceux de Hiener et al. : Lee et al. ont trouvé que les génomes 

intacts clonaux représentaient une majeure partie des provirus trouvés dans les cellules mémoires, 

qu’ils étaient préférentiellement dans les cellules de polarisation Th1 et ont confirmé, à l’aide d’un 

VOA, que ces génomes intacts étaient réplicatifs et infectieux (88). 

Une limite à ce type d’approches est la subjectivité des critères utilisés pour déterminer 

l’intégrité des provirus (47,69,88,90–92). Une hiérarchie de défauts est établie selon la probabilité 

que le défaut compromette la capacité de réplication du provirus, mais les catégories de défauts et 

leur hiérarchisation varient d’une séquence d’analyse à l’autre (Figure 1.1.5). Les grandes 

délétions internes semblent être un défaut important pour la discrimination des génomes intacts et 

défectueux. En revanche, les inversions ne sont trouvées que dans deux des quatre séquences 

d’analyse. Certains des défauts, comme les codons stop, les décalages de cadre de lecture et les 

indels (insertions et/ou délétions) étaient aussi analysés séparément ou regroupés dans des plus 

grandes catégories, ce qui fait grandement varier le portrait global des types de séquences 

provirales. Malgré tout, la proportion de génomes intacts demeure relativement constante entre les 

quatre séquences d’analyse (2,4% à 4,9%) (91). 
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Figure 1.1.5 – Résumé des séquences d’analyse d’intégrité des provirus NFL. Figure adaptée de Ferreira 

et al. (91). 

 

Considérant que le séquençage est l’étape la plus dispendieuse du protocole NFL, Bruner et al. 

ont développé une méthode ne requérant pas de séquençage, soit l’IPDA (« intact proviral DNA 

assay ») (68). En comparaison aux méthodes classiques de PCR, l’IPDA estime la proportion de 

génomes intacts avec plus de précision. Basée sur la ddPCR, cette technique permet de détecter les 

provirus intacts en utilisant des amorces dans deux régions fréquemment mutées et essentielles à 

l’intégrité du génome (locus Ψ et le RRE dans le gène Env). Initialement basée sur le sous-type B, 

elle a récemment été adaptée pour le sous-type C (93). En analyse bivariée (Env sur l’axe des 

abscisses, Ψ sur l’axe des ordonnées), quatre types de provirus peuvent alors être quantifiés selon 

le quadrant dans lequel il est détecté: (i) les provirus hypermutés et/ou délétés en 3’ (simple positif 

pour Ψ), (ii) les provirus « intacts » (double positifs), (iii) l’absence de provirus du VIH ou les 

provirus défectueux pour les deux amplicons (double négatifs) et (iv) les provirus délétés en 5’ 

(simple positif pour Env). Cependant, le nombre de provirus intacts est surestimé, car l’essai ne 

prend pas en considération les défauts à l’extérieur de ces deux régions (94,95). Dans tous les cas, 

la seule manière de vérifier l’intégrité des génomes proviraux, et donc les virus potentiellement 

compétents pour la réplication, est à l’aide du séquençage des provirus NFL (71). 

Gaebler et al. ont quant à eux développé la NFL Q4PCR pour augmenter la fréquence de 

provirus intacts séquencés (96). Ils ont d’abord réalisé une PCR NFL avec des amorces externes, 

puis réalisé quatre qPCR ciblant les régions du Ψ, de Gag, de Pol et d’Env. Les puits positifs pour 

au moins deux des quatre sondes étaient soumises à une PCR NFL nichée et du séquençage 

Illumina MiSeq. La fréquence de génomes intacts était enrichie lorsque les puits étaient positifs à 
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trois (26%) ou quatre (51%) sondes, comparé à la condition en absence de préselection (12,9%) 

(96). 

Des algorithmes pour prédire l’intégrité des génomes proviraux, comme ProSeq-IT (« Proviral 

Sequence Annotation and Intactness Test ») (97), HIVIntact (98) et HIVSeqinR (99,100), ont 

depuis été développés. Une description détaillée de ces algorithmes sera faite à la section 3.3. 

 

1.1.5.2 Le protocole d’analyse de l’intégrité des provirus NFL développé dans le 

laboratoire Chomont 

Le protocole NFL développé et publié par Dre Caroline Dufour (82,42,90,101), adapté du FLIPS 

(« full-length individual proviral sequencing ») de l’équipe de Dr. Sarah Palmer (47), utilise une 

PCR NFL pour amplifier les provirus de quasi-pleine longueur. En comparaison aux études de 

Hiener et al. (47) et Lee et al. (88), il utilise la technologie PacBio pour le séquençage. Tout comme 

le Nanopore, cette technologie permet de séquencer des longs fragments (reads) avec un faible 

taux d’erreurs (102,103). Dans le protocole d’analyse de l’intégrité des provirus NFL, chaque 

séquence provirale est analysée pour la présence de six catégories de défauts dans le génome. Une 

hiérarchie est établie en fonction de la probabilité qu’un défaut compromette la capacité de 

réplication du provirus. L’ordre des défauts, du plus probable au moins probable, est le suivant : 

l’inversion, puis l’hypermutation, la grande délétion interne, le codon stop et/ou le décalage de 

lecture, le défaut dans Ψ et finalement, la petite délétion interne dans les protéines du VIH (dans 

l’ordre : Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev, incluant RRE, Vpu, Nef et Env). Pour cette dernière 

catégorie, la protéine est dite « intacte » si elle possède un codon start (sauf pour Pol), ne possède 

aucun codon stop, aucun décalage du cadre de lecture et que le nombre de nucléotides délétés ne 

dépasse pas 5% de sa longueur. Si la séquence provirale est dépourvue de toutes ces six catégories 

défauts, elle est désignée comme « intacte ». 

Décrites précédemment (42,82,90,101), les étapes en amont de l’analyse se résument 

à l’amplification par PCR nichée des provirus quasi-pleine longueur du VIH, au séquençage par 

PacBio, au démultiplexage pour associer chaque séquence à son échantillon, à l’obtention des 

séquences consensus par l’assemblage de novo des petits fragments, au nettoyage des séquences et 



35 

à l’alignement des séquences avec la séquence de référence HXB2 (sous-type B), à l’aide de l’outil 

MAFFT (104,105). Les inversions sont identifiées et corrigées manuellement avec Geneious Prime 

v2023.2.1 (https ://www.geneious.com/), car seuls les compléments inverses des inversions 

s’alignent avec HXB2. Les hypermutations sont détectées avec le HIV Database QC Tool 

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QC/index.html) (106), tandis que les codons stop le 

sont avec une combinaison de ProSeq-IT (https ://psd.cancer.gov/tools/pvs_annot.php) (97) et du 

HIV Database Gene Cutter (https ://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter.h 

tml) (107). Les grandes délétions internes, les décalages du cadre de lecture, les défauts dans Ψ et 

l’intégrité des protéines (incluant RRE) sont également identifiés avec ProSeq-IT. La clonalité, 

elle, est analysée avec le HIV Database ElimDupes (https ://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/el 

imdupesv2/elimdupes.html) (108). QC Tool, Gene Cutter, ProSeq-IT et ElimDupes sont tous 

utilisés en ligne. 

 

  

https://www.geneious.com/
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QC/index.html
https://psd.cancer.gov/tools/pvs_annot.php
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1.2 La réponse immunitaire contre le VIH 

1.2.1 La réponse innée 

La première ligne de défense contre le VIH est la réponse immunitaire innée, qui est aspécifique. 

Le virus est détecté par le système immunitaire via les récepteurs de reconnaissance de motifs 

moléculaires (PRR) des cellules hôtes, tels que les récepteurs de type Toll (TLR) et les récepteurs 

de type RIG-I (RLR), reconnaissant les motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP) du 

virus (109–112). La signalisation via les PRR permet entre autres d’induire l’expression de 

plusieurs protéines antivirales, incluant APOBEC3, TRIM5a, SAMHD1 et la tétherine, permettant 

de limiter la réplication du VIH (109). Cependant, à travers l’activité de ses protéines accessoires, 

le VIH a appris à contrer certaines de ces mesures antivirales. 

 La reconnaissance des PAMP entraîne aussi l’activation du système immunitaire et 

déclenche une réponse antivirale caractérisée par la production de cytokines comme les interférons 

(IFN) de type I et III, ainsi que des chimiokines et des cytokines proinflammatoires recrutant des 

cellules de l’immunité innée (neutrophiles, macrophages, les cellules NK et les cellules 

dendritiques) au site de l’infection (109). La persistance du VIH dans la phase chronique crée 

toutefois un environnement proinflammatoire qui a des effets détrimentaires sur les réponses innées 

et adaptatives (113). 

 

1.2.2 La réponse adaptative 

La réponse adaptative est la deuxième ligne de défense du système immunitaire et, contrairement 

à la réponse innée, est spécifique à un pathogène. Elle se développe habituellement quelques jours 

après l’infection (114). Il existe deux types d’immunités : l’immunité humorale, médiée par les 

anticorps, et l’immunité cellulaire, médiée par les lymphocytes T. 

 Les lymphocytes B jouent un rôle central dans la réponse humorale contre le VIH. La 

génération d’anticorps neutralisants, qui permettent de bloquer l’infection des cellules, sont au 

centre des stratégies vaccinales contre le VIH. Les anticorps neutralisants sont générés plusieurs 

mois après l’infection dans la majorité des cas, mais le virus échappe rapidement à la pression 
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immunitaire (115). Parmi les individus infectés, uniquement 1% d’entre eux développeront des 

anticorps largement neutralisants, permettant de cibler et neutraliser des centaines de souches 

différentes du VIH (116). Les lymphocytes T CD4+ fournissent une aide cruciale aux lymphocytes 

B pour leur activation et leur différentiation en plasmocytes, forme différentiée des cellules B 

produisant les anticorps. 

Les lymphocytes T possèdent un récepteur de cellules T (TCR) spécifique à un complexe 

CMH/peptide. Lors de l’infection au VIH, les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) capturent 

les antigènes, se rendent aux ganglions lymphatiques et les présentent aux lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ naïfs à travers leurs CMH de classe I (CD8+) ou de classe II (CD4+). Selon le « modèle à 

deux signaux », les signaux requis pour l’activation des cellules T sont : (i) la reconnaissance de 

l’antigène par le TCR (signal spécifique et dépendant de l’antigène) et (ii) l’engagement des 

molécules de costimulation retrouvées sur la cellule T et sur la CPA (signal aspécifique et 

indépendant de l’antigène) (117,118). La plus importante est CD28, critique pour l’activation des 

cellules T, leur prolifération et la production de cytokines. L’expression d’autres molécules de co-

stimulation, telles que ICOS, OX40, CD40L et 4-1BB, est induite spécifiquement lors de 

l’activation. L’expression de cytokines proinflammatoires est souvent considéré le troisième signal 

pour la prolifération et la différentiation des cellules T (119). 

La différentiation est typiquement séparée en trois phases : la phase d’expansion, la phase 

de contraction et la phase mémoire (120,121). Dans la phase d’expansion, initiée dans les tissus 

lymphoïdes, les cellules T prolifèrent et se différentient en cellules T effectrices, soit des 

lymphocytes T CD4+ auxiliaires (ou helper, Th) ou des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL), 

pour sécréter des cytokines inflammatoires et tuer les cellules infectées. Dans la phase de 

contraction, la grande majorité (>90%) des cellules T effectrices meurent par apoptose (121). Dans 

la dernière phase, la phase de maintenance, les cellules T restantes se stabilisent en nombre et 

persistent pendant des années en tant que cellules « mémoires ». 

 Les lymphocytes T CD4+ spécifiques au virus jouent un rôle clé dans la défense contre les 

infections virales. Les cellules T CD4+ auxiliaires produisent des cytokines modulant la fonction 

d’autres cellules immunitaires, comme les cellules T CD8+ ou les lymphocytes B. Ces cellules se 

différentient et sont typiquement divisées en sous-populations fonctionnelles basées sur la sécrétion 

de leurs cytokines, leurs facteurs de transcription et/ou leurs récepteurs de chimiokines. Parmi les 



38 

plus communes, il y a les lymphocytes Th1 (interféron [IFN]-γ]/Tbet/CXCR3), importants dans la 

réponse antivirale et contre d’autres pathogènes intracellulaires; les lymphocytes Th17/Th22 (IL-

17 et IL-22/RORγT/CCR6), jouant un rôle dans l’immunité des muqueuses, en particulier celles 

des intestins; les lymphocytes T folliculaires helper ou Tfh (IL-21/Bcl-6/CXCR5), qui interagissent 

avec les cellules B pour réguler la réponse humorale; et les lymphocytes T régulateurs ou Treg (IL-

10 et IL-35/FoxP3), contribuant à réguler l’autoimmunité (122–126). 

  De leur côté, les cellules T CD8+ jouent un rôle important dans la défense contre les 

pathogènes intracellulaires, incluant les virus. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sécrètent des 

perforines et des granzymes pour induire la lyse directe des cellules infectées (120,126,127). La 

génération des lymphocytes T CD8+ mémoires implique entre autres l’aide des lymphocytes T 

CD4+ auxiliaires (120,126,128). Dans l’infection au VIH, les cellules T CD8+ spécifiques au virus 

sécrètent des cytokines comme l’IFN-γ, qui inhibe la réplication du VIH, ainsi que les chimiokines 

MIP-1α, MIP-1β et RANTES, qui suppriment la réplication virale en compétitionnant et/ou 

diminuant l’expression de CCR5 (128). Les cellules T CD8+ spécifiques au VIH produisent des 

niveaux significativement plus bas de perforine que les cellules spécifiques au CMV, suggérant 

une activité cytotoxique affaiblie (129). 

 

1.2.3 L’activation immunitaire chronique et la dysfonction du système 

immunitaire 

L’infection par le VIH est caractérisée par une activation chronique et systémique du système 

immunitaire, qui peut être à la fois aspécifique (translocation microbienne) ou spécifique aux 

réponses immunitaires du VIH. Elle est associée à une progression de la maladie vers le SIDA 

(130). De plus, les individus sous traitement ART suppressif sont plus à risque de comorbidités et 

de mortalité, ce qui est associé à des niveaux plus élevés d’activation immunitaire (131,132). Le 

traitement ART réduit efficacement la virémie, mais n’élimine pas complètement l’inflammation. 
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1.2.3.1 L’activation immunitaire chronique aspécifique 

Chez les PVIH, les lymphocytes T CD4+ des muqueuses sont largement éliminés et ne se 

rétablissent que très peu, même dans la phase chronique, affaiblissant ainsi l’intégrité de la barrière 

épithéliale de leur intestin (4). Des microbes ou produits microbiens de la flore gastrointestinale 

peuvent alors traverser la barrière muqueuse intestinale pour atteindre la lamina propria, les 

ganglions lymphatiques mésentériques et éventuellement, la circulation systémique (133). C’est ce 

qu’on appelle la « translocation microbienne ». Chez des individus non-infectés, ces microbes 

seront phagocytés dans la lamina propria ou dans les nœuds lymphatiques mésentériques (134). La 

translocation microbienne est un facteur important de l’activation immunitaire persistante 

(l’inflammation) au cours de l’infection chronique au VIH (133,135–137). Il a d’ailleurs été montré 

que les niveaux élevés de lipopolysaccharides, des molécules constituant la membrane externe des 

bactéries à Gram négatif et un marqueur important de la translocation microbienne, étaient 

positivement associées avec l’activation du système immunitaire inné et adaptatif chez les PVIH 

(138). Malgré la thérapie ART, l’intégrité de l’intestin n’est que partiellement restaurée. 

 

1.2.3.2 L’activation immunitaire chronique spécifique au VIH 

Tel que décrite précédemment, l’expression des molécules de co-stimulation consiste au deuxième 

signal d’activation des lymphocytes T. En plus des molécules de co-stimulation « positives », il y 

a des molécules co-inhibitrices (aussi appelées « inhibiteurs des points de contrôle immunitaire », 

ICIs) comme l’antigène 4 du lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) ou la protéine 1 de la mort 

cellulaire programmée (PD-1) (118). Quelques heures à quelques jours après l’activation de la 

cellule T, dans des conditions normales, les ICIs sont transitoirement exprimés sur les cellules T 

effectrices pour réduire l’activation et les fonctions immunitaires (139). Lorsque le pathogène est 

éliminé, les niveaux d’expression des ICIs retournent en principe à la normale. Cependant, dans 

des contextes d’infections chroniques comme le VIH, où le pathogène n’est pas complètement 

éliminé, la stimulation chronique des cellules T avec des antigènes engendre l’épuisement des 

réponses spécifiques, menant à leur dysfonction. 
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Dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques au VIH, l’activation immunitaire et 

l’exposition chronique aux antigènes est associée à une perte des fonctions, un état appelé 

« épuisement immunitaire ». Cela inclut une perte du potentiel de prolifération, une perte des 

fonctions effectrices, une faible production de cytokines et des niveaux plus élevés d’expression 

des ICIs, aussi considérés comme marqueurs d’épuisement (139–142). Les lymphocytes T CD4+ 

et CD8+ spécifiques au VIH expriment également des niveaux plus élevés de PD-1 et d’autres 

molécules co-inhibitrices comme CTLA-4 (143,144). Le blocage de PD-1 avec un anticorps PD-

L1 bloquant a augmenté la prolifération des cellules (143–145) et la fréquence des cellules ayant 

des fonctions Th1, Th17 et Th22, mais pas celle des cellules Tfh (146). 

Le concept d’épuisement immunitaire a davantage été décrit dans les lymphocytes T CD8+ 

et dans la perte des fonctions cytotoxiques que dans les lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH 

(139). Chez les cellules T CD4+ spécifiques, l’activation chronique mènerait possiblement à une 

altération persistante de leurs fonctions (146–149). Des études transcriptomiques réalisées par 

notre groupe ont montré que les ECs, contrôlant spontanément la virémie, expriment fortement des 

gènes associés avec des fonctions Th1, Th17 et Th22, tandis que les CPs, virémiques, avaient un 

profil immunologique dévié vers des fonctions Tfh, avec de faibles expressions de gènes associés 

aux Th17 et Th22 (146,147). Une analyse longitudinale a permis de mettre en évidence que les 

niveaux d’expression des gènes associés aux fonctions Tfh étaient restaurés avec le traitement 

ART, contrairement à ceux associés aux fonctions Th1, Th17 et Th22 (147,148). D’autres études 

ont montré une altération dans la différentiation des cellules T spécifiques lors d’une virémie 

persistante, qui serait déviée vers un phénotype effecteur plutôt que mémoire (150). Ainsi, 

l’altération dans la différentiation des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH serait au centre de 

sa dysfonction et inclurait à la fois la perte, mais aussi le gain, de fonctions. 

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer la dysfonction persistante des lymphocytes T 

CD4+ spécifiques au VIH, même sous traitement ART. Une étude récemment publiée par notre 

groupe montre l’existence d’expression spontanée d’ARN viraux et de protéines virales chez les 

individus traités depuis au moins trois ans, ce qui maintiendrait l’activation des réponses T CD4+ 

et CD8+ spécifiques au VIH (42). Une collaboration passée a permis de montrer la présence de 

cicatrices épigénétiques dans les cellules T CD8+ spécifiques au VIH, spécifiquement sur le gène 

codant pour PD-1, répresseur des réponses immunitaires. La méthylation a été associée avec une 
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répression de la transcription. Youngblood et al. ont montré qu’avant le traitement ART, le gène 

codant pour PD-1 était déméthylé, mais qu’il demeurait déméthylé malgré plus de deux ans de 

traitement (151). La molécule co-inhibitrice PD-1 était donc prête à être réexprimée rapidement, et 

ce malgré une diminution de son expression. De manière similaire, en utilisant des échantillons 

longitudinaux, Martin et al. ont découvert que les profils d’accessibilité à la chromatine de cellules 

T CD8+ spécifiques étaient similaires entre l’infection primaire (6 mois après le début de 

l’infection) et la phase chronique de l’infection au VIH (un an sans traitement) (152). Ces résultats 

suggèrent que les mécanismes épigénétiques sont établis tôt au début de l’infection. Après un an 

de traitement ART, un grand nombre de régions accessibles à la chromatine étaient plus accessibles 

ou moins accessibles comparé au début de l’infection, indiquant ainsi que le traitement ART 

modifie partiellement l’épigénome des cellules T CD8+ spécifiques au VIH. L’existence de 

changements épigénétiques importants a aussi été trouvée dans les cellules T CD8+ spécifiques au 

virus de la chorioméningite lymphocytaire (VCML), dans le modèle murin (153,154). Cela pourrait 

suggérer que des mécanismes épigénétiques sont aussi impliqués dans la dysfonction des cellules 

T CD4+ spécifiques. 

 

1.2.3.3 Les méthodes de détection des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques à un 

antigène pour le tri de cellules vivantes 

Pour accéder au transcriptome et à l'épigénome des cellules, il est nécessaire de les trier et de les 

séquencer. Toutefois, la détection des lymphocytes T CD4+ et CD8+ ex vivo est limitée par leur 

faible fréquence et l’hétérogénéité de leurs différents sous-types fonctionnels et mémoires 

(155,156). Quatre techniques sont couramment utilisées pour détecter ce type de réponses: le 

marquage intracellulaire de cytokines (« intracellular cytokine staining », ICS), le test d’ELISpot 

(« enzyme-linked immunosorbent spot »), l’essai de marqueurs induits par l’activation 

(« activation-induced marker assay », AIM) et l’essai de tétramère. 

 L’ICS et l’ELISpot identifient tous deux les lymphocytes T spécifiques à un antigène en se 

basant sur la détection de cytokines. Cependant, certains types de cellules T CD4+, tels que les Tfh, 

ont des cytokines plus difficiles à détecter, si bien que ce type de cellules est souvent non détecté 

ou sous-représenté dans un ICS ou un ELISpot (155,157,158). L’ICS est limité par l’utilisation 
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d’inhibiteurs de sécrétion de cytokines comme la monensine ou la Brefeldin A (BFA), utilisés pour 

permettre l’accumulation intracellulaire des cytokines normalement sécrétées (159–161), mais qui 

peuvent changer l’expression des gènes.  De plus, l’utilisation de réactifs pour fixer et perméabiliser 

les cellules entraîne leur mort et empêche l’utilisation de l’ICS pour des analyses subséquentes 

comme la transcriptomique (156). De son côté, l’ELISpot n’est pas un essai caractérisant les 

cellules uniques et ne permet pas de phénotyper les cellules. 

 L’essai AIM a été développé en partie pour surmonter les défis reliés à la production de 

cytokines. L’essai AIM quantifie les cellules T CD4+ et CD8+ augmentant l’expression de leurs 

marqueurs de surface (communément appelés « marqueurs induits par l’activation » ou « AIMs ») 

après une stimulation TCR avec les antigènes d’intérêts. Les cellules qui ont rapidement exprimé 

ces marqueurs induits par l’activation sont identifiées comme « spécifiques » à l’antigène. 

Toutefois, l’essai AIM demeure un essai fonctionnel : dans le contexte de l’infection chronique au 

VIH, une cellule épuisée qui ne produit pas de cytokines et/ou qui n’augmente pas l’expression de 

certains de ses marqueurs demeurera indétectable. 

Contrairement à l’ICS, l’ELISpot et l’essai AIM, trois essais fonctionnels fondés sur la 

réponse des cellules T suite à leur stimulation (162), l’essai de tétramère est indépendant de la 

fonctionnalité. L’essai de peptide-CMH tétramère (simplement appelé « essai de tétramère » ou 

« marquage de tétramère ») mesure la fréquence de cellules T CD4+ et CD8+ qui possèdent un TCR 

spécifique à un complexe peptide-CMH donné. Cependant, les tétramères doivent être 

histocompatibles aux molécules de HLA de chaque individu et ne peuvent reconnaître que des 

épitopes spécifiques, nécessitant ainsi un tétramère par spécificité étudiée (163,164). Bien qu’ils 

soient communément utilisés pour détecter les cellules T CD8+ spécifiques, marquer les cellules T 

CD4+ est plus difficile, car les complexes peptide-CMH de classe II sont moins stables et plus 

difficiles à produire (165). 

La réponse T CD4+ étant très hétérogène, cibler une ou quelques cytokines (ICS ou 

ELISpot), ainsi qu’un seul épitope de la spécificité étudiée (essai de tétramère), sous-estime 

probablement l’ampleur de la réponse T spécifique à un antigène (155,166,167). En comparaison, 

l’essai AIM se concentre sur le marquage des molécules de surface et ne nécessite pas de traitement 

à la monensine/BFA et aux réactifs de fixation et de perméabilisation. L’avantage principal de cet 

essai est donc de garder les cellules en vie. Plusieurs marqueurs induits par l’activation ayant été 
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utilisés par notre groupe (42,146–148,155,168–171) et par d’autres (172–177) seront détaillés dans 

l’article « Enhanced detection of antigen-specific T cells by a multiplexed AIM assay » (178) de la 

section 4.2. 
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Chapitre 2 – Hypothèse et objectifs 

Bien que la thérapie ART réprime la réplication du VIH, son arrêt mène dans la vaste majorité des 

cas à un rebond viral. Cela indique que, d’un côté, les traitements actuels ne peuvent complètement 

éliminer les réservoirs du VIH et, de l’autre, que les réponses immunitaires ne suffisent pas à 

contrôler ce regain de réplication virale. Le développement de méthodes et d’outils pour l’analyse 

virologique et immunologique de l’infection au VIH est donc primordial pour une meilleure 

compréhension de la persistance de ces réservoirs viraux et de la dysfonction des cellules T 

spécifiques au VIH. 

 Tel que discuté plus tôt dans l’avant-propos, ce mémoire présentera deux projets réalisés 

dans deux laboratoires différents, avec deux hypothèses distinctes. Du point de vue virologique, 

une limite à l’analyse de l’intégrité des provirus du VIH est la perte d’information due à la 

hiérarchisation des défauts (47,69,88,90–92). Puisque chaque séquence défectueuse est classifiée 

pour un seul défaut, les séquences qui possèdent plusieurs défauts ne sont pas intégralement 

représentées. Ainsi, des défauts analysés subséquemment dans la hiérarchie sont perdus et 

possiblement sous-représentés. Nous avons émis comme première hypothèse que l’algorithme 

développé dans ce projet fournirait des informations additionnelles comparée aux algorithmes 

actuels utilisés pour l’évaluation de l’intégrité des provirus du VIH. 

Du point de vue immunologique, des résultats récents dans la dysfonction des cellules T 

CD8+ pourrait suggérer que des mécanismes épigénétiques sont aussi impliqués dans la dysfonction 

des cellules T CD4+ spécifiques au VIH. Nous avons émis comme deuxième hypothèse que le 

biais dans la différentiation des lignées des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH, causée par 

leur activation chronique, est uniquement partiellement réversible dû à des mécanismes 

épigénétiques. 

 

Objectifs 

Projet de l’analyse virologique de l’infection au VIH 

1. Développer un algorithme R pour mesurer l’intégrité et la clonalité des provirus du VIH 
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2. Valider l’algorithme avec des données existantes 

3. Comparer l’algorithme avec des outils existants 

Projet de l’analyse immunologique de l’infection au VIH 

1. Optimiser une stratégie exhaustive d’identification des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques 

au VIH 

2. Optimiser une stratégie de tri cellulaire et de préparation des échantillons 

3. Cartographier les mécanismes épigénétiques et transcriptionnels impliqués dans la 

dysfonction des cellules T spécifiques au VIH (en collaboration avec le laboratoire de Dr. 

Jeremy M. Boss, à l’Université d’Emory) 
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Chapitre 3 – Développement et application d’un algorithme 

pour analyser l’intégrité et la clonalité des provirus quasi-

pleine longueur du VIH     

3.1 Avant-propos 

Dans le chapitre ci-dessous, je décrirai le projet réalisé dans le laboratoire Chomont, soit le 

développement d’un algorithme pour analyser l’intégrité et la clonalité des provirus quasi-pleine 

longueur du VIH. Cet algorithme, appelé « IntegrityAlgorithm », automatise un protocole 

d’analyse développé par Dre Caroline Dufour, tel que décrit plus tôt dans le chapitre 1. Cependant, 

ces analyses étaient longues et devaient être faites « manuellement » avec de nombreuses étapes 

de copier-coller dans des chiffriers Excel. Un des objectifs de cet algorithme était donc de faciliter 

et centraliser les analyses. 

Dans la section 3.2, celle des méthodes, l’algorithme lui-même sera décrit. Dans la section 

3.3, celle des résultats, nous avons comparé les résultats produits par l’algorithme avec (i) des 

résultats publiés par notre groupe et (ii) des résultats produits par d’autres algorithmes 

fréquemment utilisés (ProSeq-IT, HIVIntact, HIVSeqinR et ElimDupes). Les sections 3.2 et 3.3 

sont écrites en anglais, car elles seront utilisées dans des articles présentement en préparation, dont 

celui de Dufour et al. (voir l’Annexe 9). 
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3.2 Methods 

3.2.1 The intactness of HIV proviruses 

3.2.1.1 Description of the algorithm 

We developed an R package to computerize the pipeline previously described (42,82,90,101). Each 

near full-length (NFL) provirus undergoes analysis to identify the presence of: (i) inversions, (ii) 

hypermutations, (iii) large internal deletions, (iv) stop codons, (v) Ψ defects, and (vi) small internal 

deletions in the Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev (including the RRE), Vpu, Nef, and Env ORFs. If a 

proviral sequence does not exhibit any of these six types of defects, it is inferred as “intact” and 

thus potentially replication competent. 

The pipeline for analyzing HIV proviral integrity is summarized in Figure 3.2.1. Users begin 

with a FASTA file containing their inversions-corrected, primers-free sequences, aligned to the 

reference sequence HXB2. Before running the algorithm, users submit this file to two online tools: 

HIV Database QC Tool and Gene Cutter. Both tools provide a hyperlink that is sent to their email 

address. Additionally, the QC Tool generates a summary text file than can be downloaded. Users 

should duplicate their FASTA file and remove the reference sequence, or rename it to 

“Reference_sequence,” as ProSeq-IT does not allow the reference sequence to contain “HXB2” or 

its accession number (K03455). After submitting the duplicated FASTA file, ProSeq-IT generates 

an Excel file containing over 50 annotations for each sequence. These annotations include, but are 

not restricted to, the number of nucleotides inserted or deleted in the ORFs, and the presence or 

absence of frameshifts. 

Since inversions can only be identified manually, we created an Excel template that can be read 

by the algorithm. This Excel template contains three tabs: “ProseqIT_criteria,” 

“Manual_assessment,” and “Hyperlinks.” The “ProseqIT_criteria” tab is locked and solely used by 

the algorithm to analyze ProSeq-IT’s results. In the “Manual_assessment” tab, users fill out the 

names of the sequences in the “Name” column and write “Y” for inversions or “N” otherwise in 

the “Inversions” column. Finally, users fill out the “Hyperlinks” tab with QC Tool and Gene 

Cutter’s results hyperlinks. 
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After that, the results of QC Tool, Gene Cutter, and Geneious (for the inversions), through the 

Excel template, along with ProSeq-IT’s, are input in the algorithm. To analyze the intactness of 

HIV proviruses, we developed an R (v4.3.2) function called HIV_IntegrityAnalysis. The 

algorithm first analyzes QC Tool’s results to detect hypermutations (step #1, Figure 3.2.1). Then, 

it processes Gene Cutter’s results by examining each of the nine ORFs to confirm the presence of 

start codons (AUG or methionine, “M”) and any premature stop codons (UAA, UAG, or UGA) 

(step #2, Figure 3.2.1). Subsequently, it analyzes ProSeq-IT’s results using criteria based on Dre 

Sarah Palmer’s work (47,179) (step #3, Figure 3.2.1). Specifically, the algorithm identifies large 

internal deletions in sequences with lengths <8800 bp without primers. It also checks the Ψ region 

for deletions and mutations in the MSD. Users should manually confirm the Ψ defects by looking 

at the alignments with the reference HXB2, as previously stated (90). Additionally, it evaluates 

each of the nine ORFs for insertions, deletions (tolerated up to 5% of their length), and frameshifts. 

Start (except for Pol) and stop codons are included in the “small internal deletions,” but have 

already been identified with Gene Cutter. However, while stop codons in Tat exon 2 and all defects 

in the Nef protein are documented, they are not considered critical for the intactness (34,179,180). 

The R function uses up to six parameters, or “arguments,” categorized either as “required” or 

“optional.” Three of these arguments are required, meaning that they must be provided by users 

for the R function to work properly, while the remaining three are optional. They have default 

values and do not need require explicit user input. Table 3.2.1 provides a summary of the required 

and optional arguments used in the HIV_IntegrityAnalysis function. 

The algorithm creates two folders: one named “tmp” (temporary) and another named 

“FINAL_OUTPUT” (step #4, Figure 3.2.1). The temporary folder contains individual CSV file 

for each analyzed tool (“Analyzed_QCTool.csv,” “Analyzed_GeneCutter.csv,” and 

“Analyzed_ProseqIT.csv”), along with a detailed summary file 

(“intactness_detailedsummary.csv”) that lists all types of defects found. In this file, defects are not 

hierarchized, meaning that one sequence can be classified for more than one type of defect. In 

contrast, the “FINAL_OUTPUT” folder contains the “intactness_summary.csv” file, which lists 

hierarchized defects. Both summary files infer the intactness (“intact” or “defective”) of the HIV 

proviruses. We used a binary code where “0” and “1” represent the absence and presence of a 

defect, respectively. Examples of these files can be found in Appendices 1 to 5. 
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Figure 3.2.1 – Pipeline of the HIV proviral intactness analysis. The name of the R function to assess the 

HIV proviral intactness is called “HIV_IntegrityAnalysis.” Different colours represent the tools 

used for defect identification: blue (QC Tool), green (Gene Cutter), yellow (Geneious Prime), and pink 

(ProSeq-IT). Dotted lines represent the outputs of the different web tools, while full lines represent inputs 

to the algorithm. The algorithm generates four files in a temporary (“tmp”) folder and a single file in the 

“FINAL_OUTPUT” folder. The temporary folder contains individual CSV files for each tool’s analysis 

output, and a detailed summary file listing all defects found. The “FINAL_OUTPUT” folder includes a 

summary file with hierarchized defect information, indicating the intactness (“intact” or “defective”) of HIV 

proviruses. 

 

Table 3.2.1 – Required and optional arguments of the HIV_IntegrityAnalysis function. 

Argument Required/Optional Default 
value 

Comment 

template_filename Required - Excel template containing the inversions 
assessment and QC Tool’s and Gene Cutter’s 
results Hyperlinks 

QCTool_summary Required - Text file containing the results from QC Tool 
ProseqIT_rx Required - Excel file containing the results from ProSeq-

IT 
ProseqIT_RefSeq Optional TRUE If TRUE, the reference sequence (HXB2) is 

included in ProSeq-IT’s results. It should be 
renamed to “Reference_sequence.” 

RefSeq Optional TRUE If TRUE, the reference sequence (HXB2) is 
included in QC Tool and GeneCutter’s 
results. 

Analyzes Optional 5 Specifies the analyzes to be done.  
1: QC Tool only; 2: Gene Cutter only; 3: 
ProSeq-IT only; 4: IntegrateInfo only; 5: All. 

 

3.2.1.2 Discrepancies between tools 

While developing this algorithm, we observed discrepancies between the different tools commonly 

used. For stop codons, QC Tool, Gene Cutter, and ProSeq-IT produced slightly different results. 

Using Dubé et al.’s dataset (42) and the results from QC Tool, we calculated the number of ORFs 

containing stop codons for each sequence. We repeated this analysis for Gene Cutter and ProSeq-

IT, then computed the pairwise differences between the algorithms. Out of 40 sequences, 
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discrepancies between QC Tool and Gene Cutter occurred in 21 sequences (52.5%) and in 25 

sequences (62.5%) between QC Tool and ProSeq-IT (Figure 3.2.2). There were fewer differences 

(10 sequences, 25%) in the number of ORFs with stop codons between Gene Cutter and ProSeq-

IT. QC Tool appears to underestimate the number of stop codons compared to Gene Cutter and 

ProSeq-IT.  

A combination of Gene Cutter and ProSeq-IT was previously used to detect premature stop 

codons (42,82,90,101). However, since ProSeq-IT does not account for alignments, while Gene 

Cutter suggests using pre-aligned sequences with the reference sequence to yield better results, we 

decided to exclusively rely on Gene Cutter for identifying stop codons in the algorithm. 

 

Figure 3.2.2 – Discrepancies in stop codon identification across algorithms. The number of open reading 

frames (ORFs) containing stop codons were calculated for each sequence based on the results of the different 

algorithms. Differences between the algorithms, calculated as Algorithm 1 – Algorithm 2, were then 

computed. Negative values indicate that Algorithm 2 found more stop codons than Algorithm 1, whereas 

positive values indicate that Algorithm 1 found more stop codons than Algorithm 2. A null value indicates 

that both algorithms identified the same number of stop codons. 

 

We also found discrepancies between three tools commonly used to identify 
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HypermutR (https://github.com/philliplab/hypermutR) (182). These algorithms aim to detect 

hypermutations induced by APOBEC, using a one-sided Fisher’s exact test. Both QC Tool and 

HypermutR are derived from Hypermut, with QC Tool using a simplified version of Hypermut and 

HypermutR being specifically developed for R implementation. Testing Dubé et al.’s dataset (42) 

on the three algorithms, we found that QC Tool and Hypermut identified only one and two possible 

hypermutants, respectively, out of 40 sequences. With HypermutR, however, eight sequences had 

been flagged as “potentially” hypermutated when consensus sequences are computed. When the 

algorithm considers HXB2 as the “ancestral” sequence, the differences become even more striking, 

with 25 sequences classified as possible hypermutants. Consequently, hypermutations might be 

overestimated in this R implementation. 

Although QC Tool missed one possible hypermutant, it did not change the inference of the 

sequence’s intactness, which was initially identified as inverted. Moreover, Hypermut cannot be 

automated without resorting to copying-and-pasting the entire results page. Due to these 

discrepancies and the fact that Hypermut and HypermutR have not been validated with the current 

NFL protocol (42,82,90,101), we chose QC Tool to detect hypermutations in the algorithm. 

 

3.2.2 The clonality of HIV proviruses 

3.2.2.1 Description of the algorithm 

As previously described (42,82,90,101), the current pipeline defines two sequences as clonal if the 

number of different nucleotides equals 0. The pipeline for analyzing HIV proviral clonality is 

summarized in Figure 3.2.3. Similar to the integrity analysis, users start with a FASTA file 

containing their inversions-corrected, primers-free sequences aligned to the reference sequence 

HXB2. Since clonality is assessed within participants, the user also needs to provide a list of 

participant identifications (PID). 

To analyze the clonality of HIV proviruses, we developed an R function called 

Clonality_Analysis. The FASTA file is first split according to the list of PIDs supplied (step 

#1, Figure 3.2.3). Then, for each participant, the algorithm generates a matrix of sequence length 

(step #2, Figure 3.2.3) and creates a list of “potential clones” with same-length sequences (step #3, 

https://github.com/philliplab/hypermutR
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Figure 3.2.3). Finally, clones and potential clones are confirmed by computing pairwise sequence 

alignments using MAFFT in the R package ips (v0.0.11) (183) (step #4, Figure 3.2.3). 

To our knowledge, previous tools such as ElimDupes only considered the sequence coverage 

to determine whether two sequences are “duplicates” (or clones). In the Clonality_Analysis 

function, we added a threshold for the number of different nucleotides, which can be adjusted by 

the users. The default threshold value is 1, based on previous data indicating an extremely low error 

rate in PacBio sequencing, with 1 error every 34,025 nucleotides (90). Alongside the list of 

“confirmed clones,” this threshold allows for the creation of a list of “confirmed potential clones,” 

defined as two sequences with at least one different nucleotide but fewer than the specified 

threshold.  

This R function takes up to three arguments (two required and one optional), which are 

summarized in Table 3.2.2. The algorithm creates the subfolder “Clonality” within the 

“FINAL_OUTPUT” folder. A file is generated for each participant (e.g., 

“PID_ClonalityAnalysis.csv”), containing the list of unique sequences, clones, and potential 

clones. This can be manually confirmed afterwards using Geneious Prime. An example of this file 

can be found in Appendix 6. 

 

Table 3.2.2 – Required and optional arguments of the Clonality_Analysis function. 

Argument Required/Optional Default 
value 

Comment 

FASTA_file Required - FASTA file containing all primers-free, 
aligned sequences, including the reference 
sequence (HXB2). 

Participants Required - A string vector containing the list of 
participants. If more than one, use the c() 
function (for example, c(“PID1”, 
“PID2”). 

Threshold Optional 1 Threshold number of different nucleotides to 
consider two sequences as “potential clones.” 
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Figure 3.2.3 – Pipeline of the HIV proviral clonality analysis. The name of the R function to assess the 

HIV proviral clonality is called “Clonality_Analysis”. The algorithm outputs, in the 

“FINAL_OUTPUT” folder, a subfolder called “Clonality” that contains one file for each participant 

identification provided. 
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3.2.3 Installation and availability 

The R package “IntegrityAlgorithm” is available on Github at 

https://github.com/alemi055/IntegrityAlgorithm. It can be downloaded and updated directly 

through R, using the devtools R package (v2.4.5) (184) with the following command: 

install_github(“alemi055/IntegrityAlgorithm”). 

  

https://github.com/alemi055/IntegrityAlgorithm
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3.3 Results 

The algorithm produces results that are consistent with the published datasets 

To assess the algorithm’s performance, we compared its results with four publications that used 

the same NFL protocol. We first conducted a comprehensive analysis of Dufour et al.’s HIV 

proviruses (90), which was the largest dataset available. In this paper, the authors characterized 

635 HIV genomes retrieved from 309 inducible and translation-competent (p24+) and 326 non-

induced and/or translation-incompetent (p24-) cells across six participants on suppressive ART. 

HIV reactivation was induced using PMA/Ionomycin. A sequence that was not included in the 

paper (308 genomes from p24+ cells in the paper instead of 309) but published on GenBank was 

included in this analysis. Less than 4% of proviruses were found to be intact in p24+ and p24- cells 

(Figure 3.3.1A), the majority of p24+ cells being defective due to Ψ defects. 

 We downloaded the primers-free sequences of this dataset publicly available on GenBank 

(accession numbers ON816029 to ON816663), corrected the inversions, and re-aligned them with 

MAFFT, as previously described (42,82,90,101). The sequences were input into the 

IntegrityAlgorithm using the methods described in section 3.2. The algorithm identified the same 

number of intact genomes (Figures 3.3.1A and 3.3.1B), with only a few differences in the 

classification of defects for large internal deletions, stop codons, and Ψ defects. Six “largely 

deleted” sequences had a length of 8,799 bp, which is one nucleotide below the 8,800 bp threshold.  

However, 117 and 105 Ψ defects in p24+ and p24- cells were not counted due to the 

hierarchization of defects. Based on the algorithm’s data, this strongly increases the proportion of 

sequences with Ψ defects from 58.3% to 96.1% (p24+) and 5.8% to 38.0% (p24-) (Figure 3.3.1B). 

To further assess the proportion of sequences with more than one defect, we computed all 64 (26 = 

64) theoretical combinations. We found that 100% of defective p24+ proviruses had a Ψ defect, 

with a large portion of sequences (40.1%) being defective for the Ψ only. The remaining defective 

56% all had at least one defective ORF (Figure 3.3.1C). In p24- cells, while 77.6% of sequences 

were classified as “largely deleted” in the hierarchy of defects, these sequences also harbored stop 

codons and/or defective Ψ, as well as small internal deletions. 
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Figure 3.3.1 – Proviral landscape of p24+ and p24- HIV genomes. (A) Data previously published in 

Dufour et al., Nat. Commun. (2023). An additional p24+ sequence was found on GenBank compared to the 

results published in the paper. (B) Exhaustive list of defects provided by the IntegrityAlgorithm. The 

hatched bars represent the number of hierarchized defects, while the bars without pattern represent the total 

number of defects. The numbers and proportions of hierarchized and total defects are shown below. (C) 

Proportion of sequences being intact or having the combinations of defects. The combination of defects that 

each column refers to is indicated underneath the histograms. Coloured boxes indicate that at least one 

sequence has this combination, while grey boxes indicate that none of the sequences has this combination 

of defects. The bars are coloured by their main defect. n = 309 (or 308 for Dufour et al.) p24+ and n = 326 

p24- proviruses retrieved across six participants on suppressive ART. 

 

Considering that a high proportion (93.9%) of p24- proviruses had small internal deletions, 

we further looked at the proportion of defective p24+ and p24- proviral sequences that had intact 

regulatory regions (Ψ and RRE) and ORFs (Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Nef, and Env). 

Total defects were considered for this analysis. Most inverted and hypermutated p24- proviruses 

had an intact Ψ region, but their ORFs were almost all defective (Figure 3.3.2). Large internal 

deletions in translation-competent proviruses were located in the Ψ locus and the proteins Gag and 

Pol, as well as Nef, to a fewer extent. In p24+ cells, few sequences with premature stop codons also 

had an intact Ψ or Gag protein. Interestingly, a high proportion of sequences with Ψ defects had 

intact ORFs. In comparison, almost all the ORFs of p24- sequences with large internal deletions 

and/or stop codons were defective. Defects were particularly located in the Gag and Pol ORFs for 

p24- proviruses with Ψ defects. 

These results are a proof of concept of different levels of information that can be obtained 

with the IntegrityAlgorithm. Using this large dataset (n = 635 proviral sequences), we showed that 

a significant proportion of Ψ defects are missed due to the hierarchization of the defects. 
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Figure 3.3.2 – Proportion of defective p24+ and p24- proviruses having intact regulatory regions or 

ORFs. Number of intact regulatory regions (Ψ and RRE) and ORFs (Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Rev, 

Vpu, Nef, and Env) in sequences that are defective for inversions, hypermutations, large internal deletions, 

stop codons, and/or a Ψ defects. Total defects provided by the IntegrityAlgorithm are considered for this 

analysis. Coloured and grey parts represent the proportion of sequences with intact and defective ORFs, 
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respectively. The proportion of sequences with intact ORFs is also computed in the middle of the pie charts. 

n = 309 p24+ and n = 326 p24- proviruses retrieved across six participants on suppressive ART. 

 

Additionally, we performed a comparative analysis on three other datasets to demonstrate 

the consistency and comparability of the developed tool. The second dataset consisted of proviral 

sequences obtained from postmortem collected tissues of two participants with HIV (101). This 

included the mediastinal, hilar, axillary, inguinal, and mesenteric lymph nodes, as well as the 

duodenum, jejunum, ileum, colon, rectum, liver, testes, lungs, and spleen. Consistent with the data 

published in the paper, the IntegrityAlgorithm detected the same number of intact, inverted, 

hypermutated, and largely deleted sequences (Figure 3.3.3A). Stop codons and small internal 

deletions were the defects most frequently missed due to the hierarchization (Figure 3.3.3B), with 

100% of sequences that had inversions, hypermutations, large internal deletions, or stop codons 

also having small internal deletions (Figure 3.3.3C). Only 15.2% of sequences classified defective 

due to a Ψ defect had small internal deletions. 
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Figure 3.3.3 – Proviral landscape of HIV genomes retrieved from postmortem collected tissues. (A) 

Comparison between the data published in Dufour et al., Cell Rep. (2023) and the results produced by the 

IntegrityAlgorithm. (B) Exhaustive list of defects provided by the IntegrityAlgorithm. The hatched bars 

represent the number of hierarchized defects, while the bars without pattern represent the total number of 

defects. (C) Proportion of additional defects in sequences classified as intact (int.), inverted (inv.), 

hypermutated (hypermut.), largely deleted (LID), or harboring a stop codon (stop), a Ψ defect (Ψ), or a small 

internal deletion (SID). n = 441 proviruses retrieved from tissues collected postmortem of two participants 

on suppressive ART 

 

The third and fourth datasets consisted of  HIV genomes amplified from transcriptionally 

active viral reservoirs (vRNA+) that were inducible (82), or spontaneously active (42). For the 

inducible dataset, the raw data of one sequence was not found, although the sequence itself was 

available on GenBank, and was hence removed from the following analyses (n = 195 instead of     

n = 196). Compared to the first datasets, the IntegrityAlgorithm found one more intact sequence 

than published in Sannier et al., Cell Rep. (2021) (Figure 3.3.4A). In this paper, the sequence was 

found to be defective for stop codons in Tat exons 1 and 2, while the IntegrityAlgorithm only found 

a single premature stop codon in Tat exon 2, which is not considered critical for the intactness 

(47,180). There was also a noticeable difference between the number of defective sequences with 

stop codons (48.2% vs. 3.1%). Nonetheless, the results published in Dubé et al., Cell Host Microbe 

(2023) and those produced by the IntegrityAlgorithm were almost identical (Figure 3.3.4A). In the 

inducible vRNA+ reservoir dataset, the hierarchization hid 75 Ψ defects (Figure 3.3.4B). In both 

datasets, almost all defective sequences for large internal deletions and stop codons also had small 

internal deletions, although these proportions were below 20% for sequences classified as having 

Ψ defects (Figure 3.3.4C). 

Overall, the results obtained with the IntegrityAlgorithm for these four datasets are 

consistent with the analysis done “manually” and published. In the majority of cases, hierarchizing 

underestimates defects lower in the hierarchy, such as stop codons, Ψ defects, and small internal 

deletions. 
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Figure 3.3.4 – Proviral landscape of HIV genomes retrieved from induced and spontaneously active 

vRNA+ cells. (A) Comparison between the data published in Sannier et al., Cell Rep. (2021), or in Dubé et 

al., Cell Host Microbe (2023), and the results produced by the IntegrityAlgorithm. (B) Exhaustive list of 
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defects provided by the IntegrityAlgorithm for inducible (Sannier et al.) and spontaneously active vRNA+ 

reservoirs. The hatched bars represent the number of hierarchized defects, while the bars without pattern 

represent the total number of defects. (C) Proportion of additional defects in sequences classified as intact 

(int.), inverted (inv.), hypermutated (hypermut.), largely deleted (LID), or harboring a stop codon (stop), a 

Ψ defect (Ψ), or a small internal deletion (SID). n = 195 proviruses retrieved from inducible vRNA+ 

reservoirs across three participants on suppressive ART. n = 40 proviruses retrieved from spontaneously 

active vRNA+ reservoirs across three participants on suppressive ART. 

 

The IntegrityAlgorithm presents several advantages over tools commonly used to assess 

proviral intactness and clonality 

For the intactness, we compared the results produced by the IntegrityAlgorithm with other existing 

tools’, namely ProSeq-IT (97), HIVIntact (98), and HIVSeqinR (99,100). HIVSeqinR requires to 

input sequences with their primers to work properly. We used Dubé et al.’s (42) dataset for this 

analysis, for which we had the original sequences, as we only had access to GenBank’s publicly 

available primers-free sequences for the other three datasets. 

 All 40 sequences of this dataset were found to be defective (Figures 3.3.4A and 3.3.5A), 

mostly due to large internal deletions. Similar to the IntegrityAlgorithm, ProSeq-IT and HIVIntact 

classified all sequences as defective (Figures 3.3.5B and 3.3.5C). However, HIVSeqinR identified 

five of those sequences as intact, including one that was “intact but missing the Gag start codon” 

(Figures 3.3.5D). The other 35 sequences were classified as defective due to a large internal 

deletion, a premature stop codon, and a hypermutation. 

Table 3.3.1 summarizes the characteristics of all four algorithms. ProSeq-IT has been used 

in multiple papers to infer HIV-1 proviral intactness (42,82,90,91,101,185–192). It is a fast and 

powerful tool that gives more than 50 annotations, including the number of deleted/inserted 

nucleotides, the number of stop codons, and the presence or absence of frameshifts in each of the 

nine ORFs. However, it only gives a conclusion (“defective” or “intact”) and does not specify the 

defects found in the sequences, hence additional analyses are required. Currently, only defects in 

the structural proteins (Gag, Pol, and Env) are considered for the intactness. Except for Gag, the 
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algorithm does not verify for the presence of start codons in the ORFs, nor for inversions or 

hypermutations. It is also only applicable for HIV-1 subtypes B and C. 

 

Figure 3.3.5 – Comparison between the four different algorithms used to predict HIV proviral 

intactness. (A) The IntegrityAlgorithm, (B) ProSeq-IT, (C) HIVIntact, and (D) HIVSeqinR were all tested 

on Dubé et al.’s (Cell Host Microbe) dataset. n = 40 proviruses retrieved from spontaneously active vRNA+ 

reservoirs across three participants on suppressive ART. 

 

 HIVIntact is a Python-based algorithm that allows inference of proviral intactness using a 

single tool. It was used in another paper from the same group to develop a bioinformatics pipeline 

specifically for the Nanopore technology (193). Compared to ProSeq-IT, it can be used on HIV-1 

subtypes A, B, C, D, F, G, and H. It does not require sequences to be aligned to its reference 

sequence. Sequences that pass the “initial check” (i.e., sequences with intact Gag, Pol, and Env 

ORFs) are further assessed for large internal deletions, frameshifts, smaller ORFs’ intactness (Vif, 

Vpr, Tat, Rev, Vpu, and Nef), and intact Ψ region and RRE. HIVIntact uses its own implementation 

of Hypermut (181) to detect hypermutants, although hypermutations are not counted toward the 

overall intactness unless they introduce premature stop codons. The tool computes different files, 

including two sequence files (one FASTA for the inferred “intact” and one FASTA for the inferred 



65 

“defective” sequences) as well as a JavaScript Object Notation file detailing all defects within each 

sequence. However, this error file is hard to interpret without bioinformatics. 

 Similar to HIVIntact, HIVSeqinR, an R-based algorithm, is also a single tool that can infer 

proviral intactness. It was initially developed to analyze linear HIV genomes and is optimized for 

sequences de novo assembled with UltraCycle v1.0, an unpublished algorithm, spanning the 638 – 

9632 region. Defects are initially assessed for non-HIV sequences. HIV sequences are then checked 

for large internal deletions (<8000 bp). Sequences with ≥8000 bp are subsequently analyzed for 

internal inversions, “scrambling without inversions,” and hypermutations. Sequences lacking any 

of these defects are further analyzed for the absence of premature stop codons, deletions (tolerated 

up to 5%), and insertions (tolerated up to 20%) in the Gag, Pol, and Env ORFs. Finally, sequences 

with these intact ORFs were assessed for Ψ defects up to 15 deleted bp. The algorithm verifies for 

the presence of primers: if there are primers and the sequences do not harbor any of the defects 

mentioned above, the sequence is classified as “intact.” Otherwise, it is classified as “inferred 

intact” (99). Similar to ProSeq-IT, defects in the regulatory regions and the accessory proteins are 

not considered for the intactness. HIVSeqinR also uses its own implementation of Hypermut. At 

the end, the algorithm generates a summary file, but due to the hierarchization of defects, only 

sequences that passed each step have further annotations. Nevertheless, each proviral sequences 

receives one of 31 possible verdicts detailing its intactnesss status. 

 In comparison, the IntegrityAlgorithm automates the NFL analysis protocol previously 

described (42,82,90,101). It generates both an exhaustive and a hierarchized list of defects that is 

easy to interpret. However, it is solely applicable for HIV-1 subtype B and it is dependent on 

multiple tools (QC Tool, Gene Cutter, ProSeq-IT, and Geneious), unlike ProSeq-IT itself, 

HIVIntact, or HIVSeqinR. 

As done for the intactness, we thoroughly analyzed the clonality results obtained from the 

IntegrityAlgorithm for Dufour et al.’s dataset (90). In the current NFL protocol (42,82,90,101), and 

in others (194–196), clonality was assessed using the online tool ElimDupes (108). ElimDupes is 

not specific to HIV proviral sequences, as it has also been used for fungal (197,198), other viral 

(199,200), and other eukaryal (201,202) sequences. To our knowledge, this is the only publicly 

available tool that can identify duplicated sequences. 
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Table 3.3.1 – Characteristics of the four different algorithms used to predict HIV proviral 

intactness. 

 IntegrityAlgorithm ProSeq-IT HIVIntact HIVSeqinR 
HIV-1 subtypes B B and C A, B, C, D, F, G, 

and H 
B and C 

Single/multiple tool(s) Multiple Single Single Single 
Pre-aligned sequences 
to the reference 
sequence required 

Yes No No No 

Primers-free 
sequences required 

Yes Yes Yes No 

Inversions detected Yes No No Yes 
Hypermutations 
detected 

Yes No Yes Yes 

Regulatory/accessory 
ORFs are considered 
critical for the 
intactness 

Yes, except for 
Nef and stop 
codons in Tat 

exon 2 

No Yes No 

Defects are 
hierarchized 

Yes Not specified Not specified Yes 

Exhaustive list of 
defects generated 

Yes Raw data only Yes Only for 
sequences with 

≥ 8000 bp 
Inferred intactness 
(“intact” or 
“defective”) 

Yes Yes Yes Yes 

Summary file 
generated 

Yes No No Yes 

Additional analyses 
required to infer 
intactness status 
and/or defects 

No Yes Yes, but 
bioinformatic skills 

are required to 
analyze the data 

No 

Reason(s) for 
defectiveness 
provided 

Yes No No Yes 

Command line/web 
tool 

Command line Web Command line Command line 

 

For the clonality, we consider two or more sequences as “clonal” if they are 100% identical. 

Compared to the results published in Dufour et al. (Nat Commun.), we obtained similar proportions 

of unique and clonal sequences as well as distributions of the sizes of the clones, the only difference 

being the additional sequence that was included in this analysis (Figures 3.3.6A and 3.3.6B). 

When compared with the other three datasets, four clones (three in PWH3 and one in PWH5) were 
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found in Dubé et al.’s dataset (42), compared to only three in the paper (Figure 3.3.6C). The 

algorithm identified the same number of clones for the datasets of Dufour et al. (Cell Rep.) and 

Sannier et al. (Cell Rep.). 
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Figure 3.3.6 – Characterization of the clonality of HIV proviral sequences. (A) Comparison between 

the data published in Dufour et al., Nat Commun. (2023), computed by ElimDupes, and the results produced 

by the IntegrityAlgorithm. The proportion of unique and clonal sequences are represented in shades of white 

and black, respectively. (B) Distribution of the sizes of the clones according to the data provided by the 

IntegrityAlgorithm. (C) Proportion of unique and clonal sequences. Comparison between the data published 

and analyzed with ElimDupes (circles) and the results produced by the IntegrityAlgorithm (squares).               

n = 441 proviruses retrieved from tissues collected postmortem of two participants on suppressive ART 

(Dufour et al., Cell Rep.). n = 195 proviruses retrieved from inducible vRNA+ reservoirs across three 

participants on suppressive ART (Sannier et al., Cell Rep.).  n = 40 proviruses retrieved from spontaneously 

active vRNA+ reservoirs across three participants on suppressive ART (Dubé et al., Cell Host Microbe). (A 

and B) n = 309 (or 308 for Dufour et al.) p24+ and n = 326 p24- proviruses retrieved across six participants 

on suppressive ART.  

 

Compared to ElimDupes, the IntegrityAlgorithm can classify sequences with a single 

different nucleotide (or more, depending on the threshold provided by the user) as “potential 

clones.” This nucleotide could either be mutated, deleted, or inserted. Using Geneious Prime, we 

manually aligned and confirmed each “clone” and “potential clone” in Dufour et al., Nat. 

Commun.’s dataset. Out of initially 286 unique sequences, and after accounting for duplicates (e.g., 

sequence 1 is a potential clone of sequence 2, but sequence 2 is also a potential clone of           

sequence 1), 39 sequences were confirmed to have a potential clone. In one participant, two large 

clones (n = 17 copies each) were classified as potential clones. We noticed that sequences aligned 

almost perfectly, except that 17 of these sequences were missing the first nucleotide of the 

amplicon, potentially due to an error when the primer sequences were removed. This also occurred 

for two smaller clones (n = 2 and 3 copies, respectively). Other differences between the sequences 

were most often caused by single mutations in the gp41 and gp120 subunits of the Env protein 

(33.3%), or in the retrotranscriptase- and protease-coding p51 and p31 genes of Pol (23.1%) 

(Figure 3.3.7). 

Overall, the results obtained with the IntegrityAlgorithm for these four datasets are 

consistent with the analysis done with ElimDupes. 
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Figure 3.3.7 – Location in the HIV genome of the point mutations between potential clones. In this 

analysis, potential clones were defined as two or more sequences with a single different nucleotide, either 

mutated (red), deleted (blue), or inserted (yellow). The frequencies of point mutations are shown. n = 39 

potential clones from the dataset of Dufour et al., Nat Commun. (2023). 
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Chapitre 4 – Les bases moléculaires du dysfonctionnement 

persistant des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH  

4.1 Avant-propos 

Dans le chapitre ci-dessous, je décrirai mon projet de maîtrise principal, réalisé dans le laboratoire 

Kaufmann. Le projet de la dysfonction des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH fait partie 

d’une collaboration avec le laboratoire de Dr. Jeremy M. Boss, à l’Université Emory, à Atlanta. 

Brièvement, des analyses de transcriptomiques, de méthylation de l’ADN et d’accessibilité de la 

chromatine seront réalisées sur des cellules T CD4+ spécifiques au VIH. Dr. Maaran Michael Rajah, 

ancien étudiant postdoctoral du laboratoire Kaufmann, et moi avons optimisé le panel de cytométrie 

en flux utilisé pour le tri. À l’aide de Mélina Duchesne et Gloria Gabrielle Delgado, j’ai trié les 

cellules d’intérêt et extrait leur ARN ou ADN. Le laboratoire Boss se chargeait quant à lui du 

séquençage à l’échelle du génome et des analyses bioinformatiques. Une petite partie des 

échantillons a déjà été envoyée en septembre 2023 à nos collaborateurs dans le cadre d’un projet 

pilote. Dans les prochains mois, le laboratoire Boss traitera les échantillons restants pour compléter 

le jeu de données et débutera leurs analyses. 

Dans la section 4.2, l’article « Enhanced detection of antigen-specific T cells by a 

multiplexed AIM assay », récemment publié dans Cell Reports Methods, sera présenté. Cet article 

montre une approche multiplexée de l’essai AIM, qui avait été utilisée par notre groupe dans des 

articles récemment publiés. La récolte des données avait initialement été faite par plusieurs des co-

auteurs, moi y compris, mais ma plus grande contribution a été de faire son analyse complète et 

formelle ainsi que d’écrire le manuscrit. L’article nous a permis d’élaborer notre stratégie de gating 

et de tri. L’approche expérimentale de ce projet sera présentée dans la section 4.3. Puisque nous 

n’avons pas encore reçu les résultats du projet pilote, la section section 4.4 se concentra sur les 

méthodes nous ayant permis d’obtenir les cellules triées et les extractions d’ADN, en plus d’un 

contrôle qualité réalisé par nos collaborateurs. 

 Les sections 4.3 (approche expérimentale et méthodes) et 4.4 (résultats) sont écrites en 

anglais, car elles seront utilisées dans des articles subséquents, présentement en préparation (voir 
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l’Annexe 9). Les Annexes 7 et 8 contiennent les figures et tableaux supplémentaires des sections 

4.3 et 4.4.  
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4.2 Article: Enhanced detection of antigen-specific T cells by a 

multiplexed AIM assay 

Statut : 

Cet article a été publié dans Cell Reports Methods, le 15 janvier 2024. 

https ://doi.org/10.1016/j.crmeth.2023.100690 

Auteurs : 

Audrée Lemieux,1,2 Gérémy Sannier,1,2 Alexandre Nicolas,1,2 Manon Nayrac,1,2 Gloria-Gabrielle 

Delgado,1 Rose Cloutier,1 Nathalie Brassard,1 Mélanie Laporte,1 Mélina Duchesne,1 Alina Maria 

Sreng Flores,1 Andrés Finzi,1,2 Olivier Tastet,1 Mathieu Dubé,1 and Daniel E. Kaufmann1,3,4,5 

Affiliations : 
1Centre de Recherche du CHUM, Montréal, QC H2X 0A9, Canada 
2Département de microbiologie, infectiologie et immunologie, Université de Montréal, Montréal, 

QC, H2X 0A9, Canada 
3Consortium for HIV/AIDS Vaccine Development (CHAVD), La Jolla, CA, USA 
4Département de Médecine, Université de Montréal, Montréal, QC, H2X 0A9, Canada 
5Division of Infectious Diseases, Department of Medicine, Lausanne University Hospital and 

University of Lausanne, Lausanne, Switzerland 

Contribution des auteurs : 

Conceptualisation : A.L., M. Dubé et D.E.K.; AIM assays : A.L., G.S., A.N., M. Dubé, M.N., G.-

G.D., R.C., N.B., M.L., M. Duchesne et A.M.S.F.; Analyse des données : A.L. et M. Dubé; 

Analyses non-supervisées : A.L. avec la contribution de O.T.; Sécurisation des échantillons : A.F. 

et D.E.K.; Rédaction du manuscrit original : A.L., M. Dubé et D.E.K.; Lecture, édition et 

approbation du manuscrit final : tous les auteurs; Supervision de l’étude : M. Dubé et D.E.K. 

  

https://doi.org/10.1016/j.crmeth.2023.100690
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In brief 

Cytokine-independent AIM assays identify antigen-specific T cells. Lemieux et al. multiplex this 

approach by co-analyzing four AIMs instead of the usual two, enhancing detection of antigen-

specific CD4+ T cells while enabling simultaneous identification of antigen-specific CD8+ T cells. 

This strategy reduces quantification and phenotyping biases caused by single AIM pairs. 

Highlights 

• The 6xAIM assay improves detection of antigen-specific CD4+ T cells 

• Four activation-induced markers generate six pairs that define T cell subsets 

• A combination of CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L detects CD4+ and CD8+ T cell 

responses 

• This assay mitigates phenotyping biases arising through use of single AIM pairs 

Summary 

Broadly applicable methods to identify and characterize antigen-specific CD4+ and CD8+ T cells 

are key to immunology research, including studies of vaccine responses and immunity to infectious 

diseases. We developed a multiplexed activation-induced marker (AIM) assay that presents several 

advantages compared to single pairs of AIMs. The simultaneous measurement of four AIMs 

(CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L) creates six AIM pairs that define CD4+ T cell populations with 

partial and variable overlap. When combined in an AND/OR Boolean gating strategy for analysis, 

this approach enhances CD4+ T cell detection compared to any single AIM pair, while 

CD8+ T cells are dominated by CD69/4-1BB co-expression. Supervised and unsupervised 

clustering analyses show differential expression of the AIMs in defined T helper lineages and that 

multiplexing mitigates phenotypic biases. Paired and unpaired comparisons of responses to 

infections (HIV and cytomegalovirus [CMV]) and vaccination (severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2 [SARS-CoV-2]) validate the robustness and versatility of the method. 

Motivation 

Detection of circulating antigen (Ag)-specific T cells ex vivo is hampered by their low frequency 

and heterogeneity. The use of conventional cytokine-based approaches limits identification of 
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some subsets such as T follicular helper (Tfh) cells, whose cytokines are difficult to detect. Flow 

cytometric activation-induced marker (AIM) assays, which work by measuring the upregulation of 

surface markers following T cell receptor (TCR) stimulation, are highly sensitive, cytokine-

agnostic alternatives to detect Ag-specific T cells. However, they generally involve a single AIM 

pair. This absence of a consensus combination of molecules makes comparison between studies 

challenging. Many AIM pairs are also unable to detect Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells 

simultaneously. Additionally, while expression of specific markers is expected to vary among 

T cell lineages and across antigens, side-by-side comparisons are lacking. We intend to develop an 

AIM assay that would mitigate these biases in the detection of infection- and vaccine-induced Ag-

specific T cells. 

Graphical abstract 
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4.2.1 Introduction 

Antigen (Ag)-specific CD4+ and CD8+ T cells play a critical role in immune responses against viral 

infections.1–3 While CD8+ T lymphocytes kill cells infected with intracellular pathogens via their 

cytotoxic activity, CD4+ T cells produce cytokines that modulate the functions of other cells. 

CD4+ T cells include subsets like T follicular helper (Tfh) cells, whose interaction with B cells is 

critical to regulate the antibody response; Th1, constituting important immune responses against 

viruses and other intracellular pathogens; and Th17 and Th22, implicated in mucosal          

immunity.4–6 However, the direct detection of circulating Ag-specific T cells ex vivo is hampered 

by both their relatively low frequency and their heterogeneity.7,8 Typically, pathogen-specific 

T cells are detected with conventional cytokine-based approaches such as intracellular cytokine 

staining (ICS) or enzyme-linked immunosorbent spot (ELISpot).9 However, their use can bias the 

sampling of subsets like Tfh cells, whose cytokines are more difficult to detect.7,10,11 

To overcome these limitations, the flow cytometric activation-induced marker (AIM) assay, 

which measures the upregulation of selected surface markers following T cell receptor (TCR) 

stimulation after encounter with the cognate Ag, was developed.7,12–14 AIM assays rely on 

molecules that are quickly upregulated at the cell surface. In contrast to soluble cytokines, these 

membrane-associated markers do not need to be chemically trapped inside the cells, as done in ICS 

and related methods, thus allowing identification and, for specific downstream analyses, sorting of 

live cells. Moreover, while the AIM assay is a functional assay, as it requires the activation of the 

cell through its TCR, it is a robust and highly sensitive alternative for cytokine-independent 

detection of Ag-specific T cells.7,12,13,15 In the past, single AIMs,8,16–18 or single pairs of AIMs 

including, but not restricted to, CD40L+CD200+,18 OX40+CD25+,7,14,19,20 CD69+CD40L+,7,14,20–24

CD69+OX40+,14,25,26 or CD69+4-1BB+,14,24,26–29 have been used to detect T cells of different 

specificities. These molecules were specifically chosen for their known induction on activated 

T cells after TCR activation. However, there are limitations to using single AIM pairs: the absence 

of a consensus combination of molecules across the literature makes it difficult to compare between 

studies. The commonly used CD69+CD40L+ assay, which works well on blood samples, cannot be 

used in lymphoid tissues, as CD69 is physiologically expressed at high levels on germinal center 

(GC) Tfh cells.15 Many pairs of AIMs are also unable to detect Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells 

simultaneously. 
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Here, we assessed in depth a multiplexed version of an AIM assay used in recent     

studies.30–34 This assay integrates and co-analyzes four AIMs—CD69, 4-1BB (CD137), OX40 

(CD134), and CD40L (CD154)—rather than two. We examined if this assay could overcome the 

possible biases related to the selection of a single pair of AIMs. We assessed the efficiency of the 

approach to capture HIV-specific CD4+ and CD8+ T cells and examined the additional coverage 

provided by each AIM pair. We evaluated whether the AIMs were preferentially expressed on 

CD4+ T cells expressing defined lineage markers. We compared the observed profiles to T cell 

responses specific for another chronic virus (cytomegalovirus [CMV]), as well as those induced by 

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) vaccination. 

 

4.2.2 Results 

The multiplexed AIM assay improves detection of HIV- and CMV-specific CD4+ T cells 

We first studied the ability of the multiplexed AIM assay to profile HIV-specific CD4+ and 

CD8+ T cell responses. We examined the co-expression patterns of CD69, 4-1BB, OX40, and 

CD40L on T cells after a 15 h stimulation with HIV Ags.34 The 15 h stimulation was selected as a 

compromise for the different time frames used for single-pair assays relying on CD40L (9 h being 

optimal, as it is upregulated early)7,35 and OX40 (up to 24 h being optimal).7,36,37 We focused on a 

cohort of 16 people with HIV (PWH) on suppressive antiretroviral therapy (ART) with <40 plasma 

viral RNA (vRNA) copies/mL (Table 4.2.S1). The four activation markers can be combined to 

form six different AIM pairs post hoc to infer Ag specificity (Figures 4.2.1A, 4.2.S1A, 

and 4.2.S1B). AIMs, as functional molecules, may or may not be expressed by certain Ag-specific 

T cells. We hypothesized that combining multiple pairs would provide a more representative 

sampling of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells. On the other hand, CD4+ and CD8+ T cells are 

often polyfunctional20,38–40 and can express more than one AIM pair, with sizable overlap between 

cell subpopulations. To measure the total Ag-specific responses, we therefore used an AND/OR 

Boolean combination gating strategy ensuring that AIM+ cells are counted only once. In the 

example provided in Figure 4.2.1B about CD69+CD40L+ and CD69+OX40+ CD4+ T cells, the 

combined signal would be 0.75% (Boolean OR gating) and not 1.05% (sum of frequencies), as 

there was a 0.30% redundancy between those two pairs. 
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 We used the multiplexed AIM assay (henceforth termed “6xAIM”) to broadly detect HIV-

specific CD4+ and CD8+ T cells, as done previously.21,22,41 We measured AIM+ T cell responses 

following an ex vivo 15 h stimulation of cryopreserved peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) with overlapping peptide pools spanning the HIV Gag, Pol, Envelope (Env), and Nef 

proteins (Figure 4.2.1C). To examine whether the patterns of AIM expression observed for HIV-

specific T cell responses were specific to this pathogen or generalizable to other viral infections, 

we measured in parallel the responses against CMV, a life-long infection highly prevalent in   

PWH.42 As CMV-specific CD4+ T cells are known to be more terminally differentiated,43 we 

hypothesized that the hierarchy of AIM pairs might differ from HIV-specific CD4+ T cells. We 

studied the same cohort of PWH, excluding one donor who was negative for CMV (Table 4.2.S1). 

This allowed paired, intrahost comparisons of CD4+ and CD8+ T cells specific for two viruses 

(Figure 4.2.1D). As CMV is a large virus encoding numerous proteins, we focused on responses 

to the lower matrix protein pp65. The variations between technical replicates (Figure 4.2.S1C) and 

independent experiments (Figure 4.2.S1D) were low, indicating good reproducibility of the AIM 

assay. 
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Figure 4.2.1 – Quantification of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cell responses using Boolean OR gating. 

(A) Representative FACS plots depicting the multiplexed (6xAIM) strategy to identify Ag-specific 

CD4+ (orange gate) and CD8+ (blue gate) T cells. For simplicity, the example focuses on the HIV Gag 

stimulation. (B) FACS plots illustrating the AND/OR Boolean gating strategy. For simplicity, the example 

focuses on the AIM pairs CD69+OX40+ (blue population) and CD69+CD40L+ (red population). (C and D) 

Raw frequencies of (C) AIM+ CD4+ and CD8+ T cell responses following an ex vivo 15 h stimulation of 

PBMCs with a pool of HIV Gag, Pol, Envelope (Env), or Nef peptides, or (D) following stimulation with 

HCMVA pp65 peptides. PBMCs were left unstimulated as a control (gray bars). Numbers of responders 

reaching >2X over the unstimulated condition are written below the histograms for each stimulation. The 

median 6xAIM values and Wilcoxon tests are shown. (C) n = 16 ART participants; (D) n = 15 CMV+ ART 

participants. 

 

The false positive rate is an inherent limitation of any functional assay. Bystander activation 

was found to be minimal in standard AIM assays relying on OX40+CD25+ and CD69+CD40L+.7 

We tested if the integration of multiple AIM pairs increased the false positive signal due to 

bystander activation. We collected supernatants from a primary AIM assay (AIM #1) conducted 

on Gag-stimulated PBMCs from ART participants and then performed a second AIM assay (AIM 

#2) using the conditioned supernatants to activate sentinel T cells from an HIV-naïve participant 

(Figure 4.2.S1E). The signal observed in AIM #2 remained similar to the background in AIM #1, 

indicating minimal bystander activation in this setting (Figure 4.2.S1F). 

We subtracted the background signal (values of unstimulated conditions, used as a negative 

control)7,13,17,19,21–23,41 to obtain net responses (Figures 4.2.S2A and 4.2.S2B). To assess 

the “total” HIV-specific responses in the ART-suppressed cohort, we then summed up the net Gag, 

Pol-, Env-, and Nef-specific responses (Figure 4.2.S2A). We compared the magnitude of HIV-

specific T cell responses detected by each AIM pair as well as the 6xAIM multiplexed combination 

of the six AIM pairs (Figure 4.2.2A). Matched comparisons using the Friedman test with Dunn’s 

correction revealed several statistically significant differences in these magnitudes 

(Figure 4.2.2A). For HIV-specific CD4+ T cells, the CD69+OX40+ and OX40+4-1BB+ responses 

were of larger magnitudes, while the CD40L+4-1BB+ combination captured the least cells. Only 

subtle differences were observed for CMV responses when single AIM pairs were compared 
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(Figure 4.2.2B). The multiplexed 6xAIM quantification consistently provided higher detection of 

HIV- and CMV-specific CD4+ T cell responses compared to single AIM pairs. In contrast to Ag-

specific CD4+ T cells, no such hierarchy existed for CD8+ T cells. The multiplexed 

AIM+ CD8+ T cell response was strongly dominated by the CD69+4-1BB+ combination. The 

detection provided by CD69+4-1BB+ was equivalent to the 6xAIM strategy (Figures 4.2.2A and 

4.2.2B). 

Direct side-by-side comparisons with AIM pairs that have been extensively used in the past 

to detect Ag-specific CD4+ T cells, i.e., CD69+OX407,14,20–24 and CD69+CD40L+14,25,26 

(Figures 4.2.2C and 4.2.S2C), further demonstrated the benefit of the 6xAIM in terms of the 

magnitude of responses detected. AIM+ responses were, respectively, 1.9 and 3.2 times higher with 

the 6xAIM approach and reached significance with Wilcoxon signed-rank tests. Despite the 

different kinetics of AIM markers, the 6xAIM yielded the highest CD4+ T cell responses 

throughout various stimulation durations commonly employed in standard AIM assays, such as     

9,7,21–23 15,30–34 and 24 h18,19,25,27,28 (Figure 4.2.S2D). The 6xAIM analysis did not increase the 

false positive signal due to bystander activation (Figure 4.2.S2E). 

Predictably, integrating multiple AIM pairs led to some increase in background signal 

(Figure 4.2.S2C). We next assessed if the enhanced detection of Ag-specific CD4+ T cells 

achieved by the 6xAIM came at the expense of a proportionally higher background. We calculated 

the ratio of the signal in the unstimulated vs. Ag-stimulated conditions (Figure 4.2.2D). For 

individual pairs, the background signal constituted a median of 5%–11% of the stimulated signal. 

The median background level for 6xAIM was within that range, at 9%. Therefore, the 6xAIM 

approach generates a background signal proportionally equivalent to standard single AIM pairs. 

Different pairs of AIMs can identify overlapping Ag-specific T cell populations. To map 

this redundancy, we generated combination gates, creating 64 (26 = 64) theoretical combinations 

(Figure 4.2.S2F). Each entry refers to a combination of pairs, for example a population identifiable 

by all six pairs of AIMs (indicated by “i” in Figure 4.2.S2F), or a population only identifiable by   

CD69+4-1BB+ (indicated by “ii”). Of all these combinations, only a handful represented sizable 

fractions of HIV-specific CD4+ and CD8+ T cells. For instance, none of the HIV-specific 

CD4+ T cells exhibited exclusive positivity for CD40L+4-1BB+ and CD69+OX40+, whereas 20% 
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were positive for OX40+4-1BB+ exclusively, without any other pair being detected. Therefore, co-

expression of AIMs followed constrained patterns. 
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Figure 4.2.2 – The multiplexed 6xAIM assay improves detection of HIV- and CMV-specific 

CD4+ T cells. (A) Net HIV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. The net HIV Gag, Pol, Env, and Nef 

responses were summed to assess the “total” HIV-specific responses. (B) Net CMV-specific CD4+ and 

CD8+ T cell responses. (C) Comparisons between the net responses of the 6xAIM strategy and benchmark 

AIM pairs to detect Ag-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. Medians, median fold increases (Fis), 

and Wilcoxon tests are shown. (D) Proportion of background signal in HIV Ag-stimulated conditions. The 

Ag-stimulated conditions are normalized to 100% to better represent the autologous unstimulated signal. 

Light colors represent the total of stimulated cells; dark colors represent the background. (E) Donut charts 

depicting the proportion of participants for whom each AIM pair yielded the highest magnitude of HIV-

specific CD4+ and CD8+ T cell responses. (F) Individual contributions of each AIM marker for the detection 

of HIV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. The detection levels were normalized to the value yielded 

by the 6xAIM. Light colors represent the signal lost when the indicated AIM marker was removed from the 

analysis; dark colors represent the residual signal still detected. (G) Spider charts depicting the comparisons 

between the normalized amplitudes of the net HIV- (teal) and CMV-specific (amber) CD4+ and CD8+ T cell 

responses. Within each cohort, responses were normalized to their 6xAIM values. Medians and Wilcoxon 

tests are shown for each pair (see also Figure 4.2.S2H). ∗ p <0.05, ∗∗ p <0.01, and ∗∗∗ p <0.001. Matched 

donors who had at least one HIV stimulation and the CMV stimulation reaching >2X over the unstimulated 

conditions were kept. For CD4+ and CD8+ T cells, n = 13 CMV+ ART-matched participants. (A and B) 

The 6xAIM and individual AIM pairs are ranked in decreasing order of the median, based on their respective 

CD4+ T cells. The tables above the graphs represent the pairwise multiple comparisons performed using the 

Friedman test with Dunn’s post hoc test. (D and F) Pairwise multiple comparisons were performed using 

the Friedman test with Dunn’s post-hoc test. (A, B, D, and F) The bars represent medians ± interquartile 

ranges. Thicker borders represent donors who had at least one HIV stimulation, or had the CMV stimulation, 

reaching >2× over the unstimulated conditions. (A, C, and D–F) n = 16 ART participants; (B) n = 15 

CMV+ ART participants. 

 

The AIM pair combinations detecting the largest fraction of the 6xAIM+ HIV-specific 

CD4+ T cell population varied from donor to donor (Figure 4.2.2E). Therefore, relying on a single 

AIM pair can lead to underestimation of the T helper responses. In contrast, the                                    

CD69+4-1BB+ combination dominated HIV-specific CD8+ T cells, with a single exception. 

We next assessed the contribution of each individual marker to the global detection of HIV- 

and CMV-specific T cells. To accomplish this, we iteratively removed them one by one from the 
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multiplexed analysis and calculated the proportion of the signal consequently lost (Figures 4.2.2F 

and S2G). Because of partial overlap and co-expression, we still achieved good detection of Ag-

specific CD4+ T cells in the combinations missing one marker. Removal of OX40 was significantly 

more detrimental than the removal of the other AIMs, showing that there is less redundancy and 

co-expression for this marker. In contrast, both CD69 and 4-1BB were required for the 

identification of HIV- and CMV-specific CD8+ T cells. 

As the 6xAIM represented the maximum responses obtained, we also normalized the virus-

specific responses to their respective 6xAIM values and found that patterns of detection were 

relatively similar between HIV- and CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells, respectively 

(Figures 4.2.2G and 4.2.S2H). These results indicate that the expression patterns of individual 

markers and marker pairs within the multiplexed AIM assay are quite consistent among T cell 

responses to two very different chronic viruses. These data also suggest that the risk of introducing 

biases by focusing on a single AIM pair to compare responses to different pathogens is probably 

small within the same group of participants. 

These results indicate that a multiplexed AIM panel containing the markers CD69, 4-1BB, 

OX40, and CD40L allowed simultaneous detection of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells. The 

Boolean 6xAIM analysis increased the detection of HIV- and CMV-specific CD4+ T cells 

compared to single-pair assays, while CD8+ T cells were readily identified by the                    

CD69+4-1BB+ combination. 

CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L are differentially expressed on HIV-specific CD4+ T cell 

subsets 

HIV-specific CD4+ T cells defined by the 6xAIM strategy expressed different levels of AIMs, with 

larger fractions of CD69+ and OX40+ cells compared to 4-1BB and CD40L 

(Figures 4.2.3A and 4.2.S3A). AIMs are functional molecules that may be differentially expressed 

depending on the CD4+ T cell subsets. Therefore, we assessed whether these differences in 

expression could impact the profile of the HIV-specific CD4+ T cell subsets detected. We 

phenotyped AIM+ HIV-specific CD4+ T cells using a high-parameter fluorescence-activated cell 

sorting (FACS) panel (Table 4.2.S2) based on expression of chemokine receptors that are 

preferentially—but not exclusively—expressed by defined lineages: CXCR5 for Tfh, CXCR3 for 
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Th1, CCR6 for Th17/Th22, an inhibitory checkpoint (PD-1), and activation markers (CD38, HLA-

DR). The uniform manifold approximation and projection (UMAP) algorithm44 was used to 

illustrate the distribution of HIV-specific CD4+ T cell populations (Figure 4.2.3B). These 

populations were clustered with the Phenograph algorithm,45 which identified 12 distinct 

populations based on their relative marker expression (Figures 4.2.3C and 4.2.S3B). These 

populations could be further grouped in “superclusters” driven by their chemokine receptor 

expression (Figure 4.2.3B). 

We next tested if individual AIMs were particularly associated with certain polarization 

markers. Univariate gatings were applied to identify, within the total 6xAIM+ population, Ag-

specific cells expressing CD69, 4-1BB, OX40, and/or CD40L (Figure 4.2.S3A). The phenotypes 

of AIM+ CD69+, AIM+ 4-1BB+, AIM+ OX40+, and AIM+ CD40L+ CD4+ T cell subpopulations 

were compared to the global 6xAIM+ CD4+ T cells, which served as the reference parental 

population (Figure 4.2.S3C). These data are also summarized in Figure 4.2.3D, where relative 

enrichments were calculated for each phenotypic clusters in CD69+, 4-1BB+, OX40+, and 

CD40L+ Gag-specific CD4+ T cells compared to the reference 6xAIM+ Gag-specific population. 

The relative frequency of each of these populations varied depending on the AIM expressed. 

OX40+ Gag-specific cells were the most comparable to the reference 6xAIM+ CD4+ T cell 

population. Only C1 and C12 strongly diverged, being underrepresented in OX40+ Gag-specific 

cells. Yet, CCR6+ clusters (C2, C4, C6, C7, and C9) were modestly but consistently enriched in 

this subpopulation. In contrast to OX40, the AIM+ CD69+ population tended to be 

underrepresented in CCR6+ clusters (C2, C6, C7, and C9) but enriched in CXCR3+ clusters (C3, 

C8, and C12). Differences were more profound for CD40L, as clusters with Tfh-like signatures 

(C3 and C5) were significantly overrepresented, to the detriment of Th17/Th22-like clusters (C2, 

C6, C7, and C9). Phenotypic biases were also observed in AIM+ 4-1BB+ cells, as C4 was largely 

decreased, whereas C6, C8, and 10 were overrepresented. Thus, individual AIMs preferentially 

identify different subsets of Ag-specific CD4+ T cells. 
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Figure 4.2.3 – CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L are differentially expressed on HIV-specific 

CD4+ T cell subsets. Phenotypic analysis of HIV-specific CD4+ T cell responses. (A) Proportion of 
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6xAIM+ HIV-specific CD4+ T cells expressing CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L in univariate analyses 

(see also Figure 4.2.S3A for gating strategy). (B) Multiparametric global UMAP representation of 

6xAIM+ HIV-specific CD4+ T cells. The colors identify 12 populations clustered by unsupervised analyses 

and labeled on the UMAP. These populations could be further grouped in “superclusters” driven by their 

chemokine receptor expression. Clusters that were not polarized toward CCR6+, CXCR3+, or 

CXCR5+ T cells were classified as “no polarization.” (C) Heatmap summarizing the mean fluorescence 

intensity (MFI) of each loaded parameter. (D) Relative frequency of each identified cluster within 

6xAIM+ HIV-specific CD4+ marker+ T cell subpopulations (colored dots) compared to within the reference 

parental 6xAIM+ cells (white dots). Arrows pointing to the right indicate that a population is overrepresented 

in the HIV-specific population compared to the reference CD4+ T cells, while arrows pointing to the left 

indicate an underrepresentation. Medians and only significant results with the Wilcoxon tests (see 

also Figure 4.2.S3C) are shown. ∗ p <0.05, ∗∗ p <0.01, and ∗∗∗ p <0.001. (E) Example of univariate 

CCR6+, CXCR3+, and CXCR5+ gatings on total and HIV Gag-specific CD4+ T cell populations. (F) 

Enrichment scores of the AIMs in the Gag-specific CD4+ CCR6+ (green), CXCR3+ (yellow), and 

CXCR5+ (purple) T cell populations. The scores were calculated by dividing, for each individual AIM, the 

Gag-specific CD4+ phenotype+ population by the Gag-specific CD4+ population, irrespective of the 

polarization (see also Figure 4.2.S3D). Wilcoxon tests (see also Figure 4.2.S3E) are shown. ∗ p <0.05,        

∗∗ p <0.01, and ∗∗∗ p <0.001. (G) Proportion of HIV-specific CCR6+ and CXCR5+ CD4+ T cells still 

detected after ad hoc removal of the indicated AIM molecules. The values were normalized to those of the 

6xAIM. Wilcoxon tests are shown. (A, F, and G) Medians ± interquartile ranges are shown. (A and F) 

Pairwise multiple comparisons were performed using the Friedman test with Dunn’s post-hoc test. (D and 

F) The graphs are on a log2 scale. To avoid contaminating phenotype profiling with excessive background, 

donors who had at least one HIV stimulation (A–D) or the HIV Gag stimulation (F and G) reaching 

>2X over the unstimulated condition were kept. (A–D) n = 14 ART participants; (F and G) n = 13 

participants. 

 

We validated these observations with focused univariate analyses of chemokine receptor 

expression (Figure 4.2.3E). We examined Gag-specific responses, as we found strong 

AIM+ CD4+ T cell responses against this antigen (Figure 4.2.1C). We compared the expression of 

CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L in Gag-specific CCR6+, CXCR3+, and CXCR5+ CD4+ T cells 

to their expression in the parental AIM+ Gag-specific CD4+ T cell population and calculated 

enrichment scores (Figure 4.2.S3D). The pattern of AIM expression in CXCR3+ cells was similar 
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to the parental population (Figures 4.2.3F and 4.2.S3E). Consistent with the unsupervised 

analyses, we found that CD40L was preferentially expressed in the CXCR5+ population to the 

detriment of CCR6+ cells, while we saw the opposite for OX40, which was slightly enriched in 

Th17/Th22-like cells. We next tested whether the removal of OX40 or CD40L would affect the 

detection of HIV-specific CXCR5+ and CCR6+ cells (Figure 4.2.3G). Removal of CD40L resulted 

in a median 24% decrease in HIV-specific CCR6+ CD4+ T cells. The loss of detection was 

significantly exacerbated when OX40 was excluded instead, with a median 62% decrease. In 

contrast, removal of either OX40 or CD40L resulted in a similar median decrease (28% vs. 30%) 

of HIV-specific CXCR5+ CD4+ T cells, despite the enrichment of CD40L in Tfh cells. 

We next verified if the 6xAIM could capture subtle Ag-specific phenotypic skewing by 

comparing Gag- and CMV-specific CD4+ T cells (Figure 4.2.S3F). The 6xAIM approach captured 

the previously reported22 higher proportions of CXCR3+ and CXCR5+ cells in the total Gag-

specific CD4+ T cell population as compared to CMV pp65-specific CD4 T+ cells 

(Figure 4.2.S3G). 

These results show that the sampling and phenotyping of HIV-specific CD4+ T cells may 

vary depending on the pairs of AIMs selected. Integrating multiple AIMs mitigates these variations. 

However, a certain degree of redundancy exists between the AIMs, and the removal of a single 

AIM molecule still allows the detection of all unsupervised clusters. 

Infection-specific (HIV) and vaccine-induced (SARS-CoV-2) responses are detected by the 

same AIM pairs 

Finally, to test the versatility of our approach, we examined the multiplexed AIM responses in a 

cohort of 23 healthcare workers (HCWs) three weeks after the second dose of SARS-CoV-2 mRNA 

vaccines (Figure 4.2.S4A). These participants were vaccinated according to a long 16 week 

interval regimen as previously published by our group (Table 4.2.S1).31–33 We next compared the 

features of the infection-induced HIV-specific T cells in PWH to those of vaccine-induced SARS-

CoV-2 Spike-specific T cells in HCWs (Figures 4.2.S4B and 4.2.S4C). Consistent with our 

observations on HIV-specific T cell responses, we found that the 6xAIM approach provided more 

robust measures of Spike-specific CD4+ T cell responses (Figure 4.2.4A). Moreover, OX40 

(CD4+) was still the most important AIM molecule for Spike-specific T cell detection 
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(Figure 4.2.4B). Both CD69 and 4-1BB were essential to detect Spike-specific CD8+ T cells 

(Figures 4.2.4A and 4.2.4B). 

We next tested whether individual AIM pairs provided similar estimations of Ag-specific 

CD4+ and CD8+ T cell responses in different cohorts. For this comparative purpose, we normalized 

the data based on the 6xAIM, which provided the highest detection levels in both cohorts 

(Figures 4.2.4C and 4.2.S4D). Despite some differences, the overall pattern of detection was 

similar between the two cohorts. In CD8+ T cells, the CD69+4-1BB+ pair was equivalently efficient 

at detecting Ag-specific cells. These data indicate that the use of a single AIM pair does not 

introduce major cohort-based biases in quantifications. 

 

Figure 4.2.4 – Infection-specific (HIV) and vaccine-induced (SARS-CoV-2) responses are detected by 

the same AIM pairs. (A) Net SARS-CoV-2 Spike-specific CD4+ (orange) and CD8+ (blue) T cell 

responses. The 6xAIM and individual AIM pairs are ranked in decreasing order of the median, based on the 
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CD4+ T cells. The tables above the graphs represent the pairwise multiple comparisons performed using the 

Friedman test with Dunn’s post hoc test. (B) Individual contributions of each AIM marker for the detection 

of Spike-specific CD4+ (left) and CD8+ (right) T cell responses. The detection levels were normalized to the 

value yielded by the 6xAIM. Light colors represent the signal lost when the indicated AIM marker is 

removed from the analysis; dark colors represent the residual signal still detected. Pairwise multiple 

comparisons were performed using the Friedman test with Dunn’s post-hoc test. (C) Spider charts depicting 

the comparisons between the normalized amplitudes of net HIV- (teal) and Spike-specific (lavender) 

CD4+ and CD8+ T cell responses. Within each cohort, responses were normalized to their 6xAIM values. 

Medians and Mann-Whitney tests are shown for each pair (see also Figure 4.2.S4D). ∗ p <0.05,                      

∗∗ p <0.01, and ∗∗∗ p <0.001. Donors who had at least one HIV stimulation reaching >2X over the 

unstimulated conditions were kept, as well as those whose Spike stimulation reached the same threshold. 

For CD4+ T cells, n = 14 ART participants and n = 23 SARS-CoV-2-vaccinated participants; for CD8+ T 

cells, n = 15 ART participants and n = 16 SARS-CoV-2-vaccinated participants. (A and B) The bars 

represent medians ± interquartile ranges. Thicker borders represent donors whose stimulation reached 

>2× over the unstimulated conditions. n = 23 SARS-CoV-2-vaccinated participants. 

 

4.2.3 Discussion 

In this study, we provide a new approach to enhance the sensitivity of the AIM assay by 

multiplexing AIM markers that have been validated in previous studies. We tested the robustness 

of a multiplexed AIM assay that combined CD69, 4-1BB, CD40L, and OX40 and comprehensively 

compared this integrated approach to individual AIM pairs. The multiplexed AIM approach 

consistently detected higher magnitudes of net Ag-specific CD4+ T responses than any individual 

AIM pair while maintaining high specificity. We did not observe a clear benefit of multiplexing 

these markers for CD8+ T cells, as most of the signal was provided by the                                     

CD69+4-1BB+ combination. These findings were consistent for immune responses to viral 

infections (HIV and CMV) and vaccines (SARS-CoV-2). We found CD40L to be enriched in 

CXCR5+ CD4+ T cells and OX40 in CCR6+ CD4+ T cells. Consequently, a slightly skewed 

phenotypic portrait of HIV-specific CD4+ T cells emerged when relying on these markers in 

standard AIM assays. Multiplexing the AIM assay mitigated this issue. 
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Our data show that the multiplexed assay has several additional advantages. It allows co-

assessment of CD4+ and CD8+ T cell responses in a single panel. In contrast, in previous studies, 

CD4+ and CD8+ T cells were often detected by distinct single pairs of AIMs.14,17,18,24,25 This can be 

deconvoluted in more standard analyses (e.g., 6xAIM Boolean OR gating vs. single AIM pair), 

facilitating comparisons with other studies. For instance, two studies assessing vaccine responses 

to distinct vaccines reported apparently conflicting results: one, using the pairs OX40+4-1BB+ for 

CD4+ and CD69+4-1BB+ for CD8+ T cells, reported that AIM+ responses were lower than those 

detected by ICS or ELISpot assays,46 while the other one reported the opposite,13 although it used 

different AIM pairs (OX40+CD25+ and OX40+PDL1+ for CD4+ and OX40+CD25+ and 

CD107a+CD25+ for CD8+ T cells). These discrepancies might be explained either by the 

antigens or by the different pairs of AIMs used, thus underlining the problematic absence of a 

consensual pair of AIMs. Multiplexing the assay also mitigates the donor-dependent variations 

observed in the specific AIM pair giving the strongest Ag-specific CD4+ T cell response. 

One unavoidable compromise of this approach is the slightly increased background, as the 

background of all pairs is summed up. This could be theoretically problematic when some pair 

combinations do not provide any specific signal per se like in CD8+ T cells. Nevertheless, this had 

little impact on the signal-to-noise ratio that remained high in CD4+ T cells. Our current iteration 

of the multiplexed AIM assay does not provide benefit for the detection of Ag-specific 

CD8+ T cells. Alternatives are conceivable but would require the inclusion of (or substitution with) 

additional molecules upregulated in CD8+ T cells upon activation, such as PD-L1 and           

CD107a.13,41,47,48 Substitution for other AIM markers could also be required for more specific 

purposes, like identifying T cells from lymphoid tissue where CD69 is constitutively expressed at 

high levels.15 

We observed a high degree of redundancy among the AIMs in CD4+ T cells. For instance, when 

CD69, OX40, and 4-1BB markers are combined, CD40L appears to be dispensable for purely 

quantitative purposes—although it is a functionally important co-signaling molecule. Removing 

CD40L can be advantageous for some live-cell studies, as CD40L staining requires a preincubation 

with a CD40-blocking antibody, which might alter cellular interactions. OX40 was comparatively 

less redundant, further demonstrating its importance in core sets of AIM panels. Our results indicate 

that excluding OX40 could lead to underestimating the magnitude of responses. Therefore, 
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redundancy in AIM markers is desirable because it mitigates possible quantitative and qualitative 

biases associated with individual AIM pairs. 

The inclusion of multiple AIMs, each with diverse biological functions, also offers the 

added benefit of providing a wealth of complementary information about the functional states of 

the Ag-specific cells. As AIMs are functional molecules, it is not surprising that they were 

differentially expressed in CD4+ subsets. CD40L was more frequently expressed in CXCR5+ (Tfh-

like) cells, which is consistent with studies identifying CD40L as an important co-stimulatory 

molecule for Tfh differentiation and function, in particular the regulation of isotype switching in B 

cells.49–51 Not much is known about the role of OX40 in Th22 cells,52 and the studies on activated 

Th17 cells are conflicted: on one hand, OX40 may be involved in their maintenance and 

functionality,52–54 but on the other hand, the OX40-OX40L pathway would inhibit their 

differentiation and the production of interleukin-17 (IL-17), one of the main cytokines produced 

by this subset.52,53 While the 6xAIM allows for a broader phenotyping, it still captures pathogen-

specific differences in T helper differentiation, such as the elevated proportion of CXCR5+ and 

CXCR3+ cells in Gag-specific CD4+ T cells compared to CMV-specific CD4+ T cells.22 Of note, 

removing CD40L from our analysis had a limited impact on our capacity to detect HIV-specific 

CXCR5+ CD4+ T cells because of the frequent redundant detection of CD40L+ cells by other AIM 

markers. In contrast, OX40 is less redundant, and its exclusion led to poor detection of HIV-specific 

CCR6+ (Th17/Th22-like) CD4+ T cells. Therefore, our data suggest that multiplexing the AIM 

assay mitigates the risk of underestimating certain CD4+ T cell subsets over others. 

We found good consistency in the detection provided by individual pairs of AIMs across 

different cohorts. This further demonstrates the robustness and flexibility of the AIM assay. Yet, 

several individual AIM+ CD4+ T cell pairs appeared to slightly underperform in the chronic HIV 

infection group compared to the vaccinal cohort. Group comparisons must be analyzed with 

caution, as these small differences may simply reflect heterogeneity between groups of people. 

Alternatively, T cell dysfunction caused by persistent activation during chronic HIV infection may 

affect certain activation markers more than others. The multiplexed strategy can represent a 

harmonizing approach, as it consistently provided the highest measures of Ag-specific 

CD4+ T cells. Multiplexing the AIM can thus represent a prudent agnostic strategy when it is 
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unknown whether a particular pathological context can have an inherent effect on individual AIM 

expression. 

Finally, the multiplexed AIM assay could be applied to numerous vaccine studies, 

especially for those against HIV, whose development remains challenging.55 Specifically, 

detecting circulating Tfh (cTfh) cells in these types of studies is important, considering that they 

interact with B cells to help develop an efficient humoral immunity.4 To name only a few,   

OX40+4-1BB+40,56 and CD40L+OX4057 have been documented to do this in SARS-CoV-2 vaccine 

studies. These might not be applicable for HIV-vaccine trials, however, as we showed that the 

hierarchy of AIM pairs for CD4+ T cell detection may slightly differ between ART-treated and 

SARS-CoV-2-vaccinated cohorts. Instead, multiplexing the AIM assay could be a pragmatic and 

promising approach to optimize both the magnitude and the diversity of vaccine-induced responses 

detected. 

Limitations of the study 

We found that the multiplexed strategy, using the AIMs CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L, was a 

strong alternative to using single pairs of AIMs. However, these assays were solely done on 

peripheral blood and do not provide a full portrait of the tissues’ immune cells.7 Although it is a 

reliable alternative to conventional approaches based on cytokine secretion, the AIM assay remains 

a functional assay. Therefore, functionally exhausted cells that do not respond to TCR stimulation 

will persist in being undetected. We also acknowledge that false positive events are inherent 

limitations of any AIM assay. This is mitigated by calculating the net responses, which is now a 

standard practice to analyze AIM, as it is for ICS data, but also by reporting the proportion of 

background signal in the raw data. As in standard AIM assays, some bystander activation can also 

occur in the context 6xAIM assay, but this is mitigated by selecting AIM markers less susceptible 

to bystander activation after a 15 h incubation.7 The setting of the bystander activation experiment 

maximized the possibility of detecting bystander activation. As soluble factors can accumulate over 

15 h in the “conditioned” supernatants, they are given a full extra 15 h additional incubation time 

to exert their non-specific activation effect (total of 30 h) instead of the standard 15 h. Additionally, 

this 30 h incubation extends past the 24 h, where bystander activation has been reported to take 

place.7 Finally, our panel was limited to four AIMs. While CD69+4-1BB+ proved to be a robust 
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AIM pair to detect Ag-specific CD8+ T cells, the addition of other surface markers could help 

identify other or superior AIM combinations to characterize Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells. 
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4.2.5 STAR Methods 

Resource availability 

Lead contact 

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be 

fulfilled by the lead contact, Daniel E. Kaufmann (daniel.kaufmann@chuv.ch). 

Materials availability 

There are restrictions to the availability of clinical samples (PBMCs), in compliance with our IRB 

protocols and the informed consent obtained from each participant. This study did not generate 

new unique reagents. 

Data and code availability 

• The published article includes all of the processed datasets generated for this study. Further 

information and requests for resources and reagents should be directed to and fulfilled by 

the Lead contact Author (daniel.kaufmann@chuv.ch). 

• We developed R codes scripted to create spider charts and perform unsupervised analyses 

on HIV-specific CD4+ T cells. All original codes have been deposited at Github and are 

publicly available as of publication. DOIs are listed in the key resources table. 

• Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available 

from the Lead contact Author upon request (daniel.kaufmann@chuv.ch). 

 

Experimental model and subject details 

Ethics statement 

All work was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki in terms of informed 

consent and approval by an appropriate institutional board. Blood samples were obtained from 

donors who consented to participate in this research project at the CHUM (13.019 and 19.381). 

Plasma and PBMCs were isolated by centrifugation and Ficoll gradient, and samples were stored 

at −80°C and in liquid nitrogen, respectively, until use. 

mailto:daniel.kaufmann@chuv.ch
mailto:daniel.kaufmann@chuv.ch
mailto:daniel.kaufmann@chuv.ch
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Participants and samples 

We obtained the leukaphereses from study participants at the McGill University Health Center 

(Montréal, QC, Canada), and at the Center Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM; 

Montréal, QC, Canada). The study was approved by the respective IRBs, and written informed 

consent was obtained from all participants before enrollment. Our cohort of 16 ART-treated 

participants34 with controlled viremia (<40 viral RNA copies/mL) was used to measure HIV and 

CMV-specific responses. One donor who was negative for CMV was removed from the CMV 

analyses. The SARS-CoV-2 vaccinated cohort included 23 healthcare workers (HCW) who had 

never been previously infected by the virus and received two doses of mRNA vaccine, with a 16-

week interval. Blood samples were collected approximately three weeks after the second dose. The 

number of participants for this specific time point was the same as previously published.31 The 

characteristics of all participants are summarized in Table 4.2.S1. PBMCs were isolated by the 

Ficoll density gradient method and stored in liquid nitrogen until use. 

 

Method details 

Activation-induced markers (AIM) assay 

The multiplexed AIM assay21–23,41 was adapted for HIV-,34 CMV-, and SARS-CoV-2-specific30–33 

CD4+ and CD8+ T cells. PBMCs were thawed and rested for 3 h in 96-well flat-bottom plates in 

RPMI 1640 supplemented with HEPES, penicillin/streptomycin, and 10% FBS. For HIV, 

2 × 106 PBMCs were stimulated with pools of 150 overlapping peptides of HIV-1 Gag, Pol, Env, 

or Nef proteins (0.5 μg/mL per peptide) (JPT) for 15 h (37°C, 5% CO2). For CMV, 2 × 106 PBMCs 

were also stimulated with a pool of 138 overlapping HCMVA 65 kDa phosphoprotein (pp65) 

(0.5 μg/mL per peptide) (JPT) peptides. For SARS-CoV-2, the stimulation was done with 

1.7 × 106 PBMCs and an S glycoprotein peptide pool (0.5 μg/mL per peptide), corresponding to 

the pool of 315 overlapping peptides (15-mers) spanning the complete amino acid sequence of the 

Spike Glycoprotein (JPT). CCR6, CXCR3, CXCR5, and CXCR6 antibodies, as well as a CD40 

blocking antibody, were added in culture 15 min before stimulation. A DMSO-treated condition 

and a Staphylococcus enterotoxin B (SEB)-treated (0.5 μg/mL) condition served, respectively, as 

negative and positive controls. Cells were first stained for viability dye (Aquavivid, Thermofisher, 

20 min, 4°C), surface markers (30 min, 4°C) (see Table 4.2.S2 for the list of antibodies), and then 
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fixed using 1% paraformaldehyde (15 min, 4°C) before acquisition on the flow cytometer 

FACSymphony A5 Cell Analyzer (BD Biosciences). Figure 4.2.S1A describes the upstream 

gating strategy. Analyses were performed using FlowJo (v10.8.2). 

Bystander activation experiment 

A first AIM assay [AIM #1] was performed, as described above, on PBMCs of three ART 

participants thawed on day 1. On day 2, after 15 h of Gag stimulation, the conditioned supernatants 

from this AIM #1 were collected, clarified by two rounds of centrifugation (at 900 RPM and 1500 

RPM, respectively, for 10 min each) in 1.5 mL microtubes, then transferred on freshly purified 

CD3+ T lymphocytes (negative selection with the EasySep Human T cell Isolation Kit; StemCell) 

from an HIV-naïve participant (uninfected donor, UD) [AIM #2]. These “sentinel” T cells were 

incubated for 15 h in the conditioned supernatants and stained on day 3. Cells from AIM #1 and 

AIM #2 were acquired on the FACSymphony A5 Cell Analyzer on days 2 and 3, respectively. 

Software scripts and visualization 

Graphics were generated using GraphPad PRISM (v9.5.0) (GraphPad, San Diego, CA). For the 

unsupervised analyses, HIV-specific CD4+ T cells were first downsampled to a comparable 

number of events (500 cells), and FCS files were loaded through the flowCore package (v2.10.0).58

 Scaling and logicle transformation of the flow cytometry data was applied using FlowSOM 

(v2.6.0),59 as done previously.31 The uniform manifold approximation and projection (UMAP) 

algorithm was performed using the R package M3C (v1.20.0),60 while the clustering was achieved 

using Phenograph (v0.99.1)45 with the k parameter (number of nearest-neighbors) set to 250, which 

we determined based on numerous iterations with varying k values until this plateau was reached. 

We obtained 12 clusters. These clusters were further grouped in “superclusters” based on their 

similar patterns of polarization markers expression. Heatmaps and spider charts were generated in 

R (v4.2.2) using the packages gglot2 (v3.4.0),61 pheatmap (v1.0.12),62 and ggradar (v0.2).63 R 

codes scripted for this paper are available at https://github.com/alemi055/scripts-and-

data/tree/master, in the archive Lemieuxetal_CellRepMet_2024.tar.bz2. 

Quantification and statistical analysis 

Antigen-specific T cell responses are expressed in percentages of CD4+ and CD8+ T cells. Symbols 

(circles for the HIV cohort, squares for the CMV cohort, and triangles for the SARS-CoV-2 cohort) 

https://github.com/alemi055/scripts-and-data/tree/master
https://github.com/alemi055/scripts-and-data/tree/master
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represent biologically independent samples. Lines connect data from the same donor. Median fold 

increases (Fis) were calculated by dividing the net T cell responses of the 6xAIM by the individual 

AIM pair’s (net Fis), or the AIM+ T cell responses of each pair by its respective unstimulated 

(background) values (raw Fis). For the intra- and inter-experiment reproducibility, coefficients of 

variation (CV) were calculated by dividing the standard deviation by the mean. Differences in 

responses for the same donor in the HIV and CMV cohorts were performed using Wilcoxon 

matched pair tests, while tests comparing different donors in the HIV and SARS-CoV-2 cohorts 

were performed using Mann-Whitney (unpaired) tests. Pairwise multiple comparisons were 

performed using the Friedman test with Dunn’s post-hoc test. The Wilcoxon, Mann-Whitney, and 

Friedman tests were generated using GraphPad Prism. P values are indicated for each comparison 

assessed, and p <0.05 were considered significant. For graphical representation on a log scale (but 

not for statistical tests), null values were arbitrarily set at the minimal values for each assay. 
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4.2.7 Supplemental Figures 
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Figure 4.2.S1 – Quantification of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cell responses using Boolean OR 

Gating. Related to Figure 4.2.1. (A) Representative upstream generic gating. (B) FACS plots depicting 

the multiplexed (6xAIM) strategy to identify HIV-specific CD4+ and CD8+ T cells. A DMSO-treated 

(unstimulated) condition and a Staphylococcus enterotoxin B (SEB)-treated condition served, respectively, 

as negative and positive controls. For simplicity, the example focuses on CD4+ T cells and the HIV Gag 

stimulation. (C and D) Intra- (C) and inter-experiment (D) reproducibility. PBMCs were left unstimulated 

as a control (gray bars). Orange (CD4+) and blue (CD8+) bars represent cells stimulated with HIV Gag 

peptides. Means are represented. Coefficients of variation are shown above the bars. n = 3 ART participants. 

(E) Design of the bystander activation experiment, as described in the STAR Methods. (F) Side-by-side 

comparison of the primary AIM #1 and bystander AIM #2 results. Medians are shown. n = 3 ART 

participants and n = 1 UD. (C, D, and F) Raw AIM+ T cell responses (6xAIM values) are represented. 

Distinct symbols represent individual participants. 
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Figure 4.2.S2 – The multiplexed AIM assay improves detection of HIV- and CMV-specific CD4+ T 

cells. Related to Figure 4.2.2. Net frequencies of (A) HIV-specific CD4+ (orange) and CD8+ (blue) T cell 
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responses following an ex vivo 15h stimulation of PBMCs with a pool of HIV Gag, Pol, Envelope (Env), or 

Nef peptides, or (B) CMV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses following stimulation with HCMVA 

pp65 peptides. The 6xAIM values are represented. The net HIV Gag, Pol, Env, and Nef responses were 

summed to assess the “total” HIV-specific responses. (C) Comparisons between the raw responses of the 

6xAIM strategy and benchmark AIM pairs to detect HIV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. Medians 

and median fold increases (Fis) are shown. (D) Comparisons between the net HIV-specific CD4+ and CD8+ 

T cell responses of the 6xAIM pairs strategy with those of individual pairs [CD69+4-1BB+ (blue), 

CD69+OX40+ (purple), and CD69+CD40L+ (red)], at different stimulation durations. The full and dashed 

lines represent, respectively, the 6xAIM strategy and the individual AIM pairs. n = 3 ART participants. (E) 

Relative proportion of bystander activation. This was estimated by dividing the net Gag-specific T cell 

responses of AIM #2 by those obtained in AIM #1 (see also Figures 4.2.S1E and 4.2.S1F). Distinct symbols 

represent individual ART participants. n = 1 UD. (F) Proportion of HIV-specific CD4+ and CD8+ T cell 

responses defined by the 6xAIM strategy. Values of each of the 64 theoretical combinations were 

normalized to those of the 6xAIM. Combinations are ranked in decreasing order based on the CD4+ T cell 

responses. The AIM pair combination that each column refers to is indicated underneath the histograms: 

grey boxes indicate AIM pairs expressed, whereas white spaces indicate those that were not. (G) Individual 

contributions of each AIM marker for the detection of CMV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses. The 

detection levels were normalized to the value yielded by the 6xAIM. Light colors represent the signal lost 

when the indicated AIM marker is removed from the analysis; dark colors represent the residual signal still 

detected. (H) Comparisons between the normalized magnitudes of net HIV- (teal) and CMV-specific 

(amber) CD4+ and CD8+ T cell responses. Within each cohort, responses were normalized to their 6xAIM 

pairs values. Medians are shown. Matched donors who had at least one HIV stimulation and the CMV 

stimulation reaching >2x over unstimulated condition were kept. n = 13 CMV+ ART matched participants. 

(A, B, and D−G) Medians ± interquartile ranges are shown. (C and G) Thicker borders represent donors 

who had at least one HIV stimulation, or the CMV stimulation, reaching >2x over unstimulated conditions. 

(A and G) Pairwise multiple comparisons were performed using the Friedman test with the Dunn’s post-

hoc test. (C and H) Wilcoxon tests are shown. (A−C, G, and H) Circles (HIV) and squares (CMV) represent 

biologically independent samples. (A, C, and F) n = 16 ART participants. (B and G) n = 15 CMV+ ART 

participants. 
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Figure 4.2.S3 – CD69, 4-1BB, OX40, and CD40L are differently expressed on HIV-specific CD4+ T 

cell subsets. Related to Figure 4.2.3. (A) Representative FACS plots depicting gating on the CD69+, 4-
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1BB+, OX40+, and CD40L+ 
populations. (B) Heatmap overlaid on the 6xAIM+ HIV-specific CD4+ T cells 

UMAP, showing the gradient of expression for each marker. (C) Differential relative frequency of each 

identified cluster within 6xAIM+ HIV-specific CD4+ marker+ T cell subpopulations (colored bars) compared 

to within the reference parental 6xAIM+ cells (white bars). (D) Representative strategy to calculate the 

enrichment scores. The red population represents the parental Gag-specific CD4+ 
T cells, irrespectively of 

the polarization, expressing CD40L, while the purple one represents its subpopulation of Gag-specific CD4+ 

CXCR5+ 
T cells expressing CD40L. The unstimulated condition was used to gate on the AIMs (see also 

Figure 4.2.S3A). For simplicity, the example focuses on CXCR5 and CD40L. (E) Proportion of 6xAIM+ 

Gag-specific CD4+ T cells, irrespectively of the polarization, expressing the AIM (gray) in comparison to 

Gag-specific CD4+ 
CCR6+ 

(green), CXCR3+ (yellow), and CXCR5+ (purple) T cells expressing the AIM.   

n = 13 ART participants. (F) Proportion of CCR6+, CXCR3+, and CXCR5+ T cells in 6xAIM+ Gag- and 

CMV-specific CD4+ T cells, and its (G) intrahost paired comparisons. (F) Pairwise multiple comparisons 

were performed using the Friedman test with the Dunn’s post-hoc test. Medians ± interquartile ranges are 

shown. n = 13 ART participants and n = 15 CMV+ ART participants. (G) Matched donors who had the HIV 

Gag stimulation and the CMV stimulation reaching >2x over unstimulated condition were kept. n = 12 

CMV+ ART matched participants. (C, E, and G) Medians and Wilcoxon tests are shown. * = p <0.05;                         

** = p <0.01;   *** = p <0.001. To avoid contaminating phenotype profiling with excessive background, 

only donors who had at least one HIV stimulation (B and C), the HIV Gag stimulation (E−G), or the CMV 

stimulation (F and G) reaching >2x over unstimulated condition were kept. (B and C) n = 14 ART 

participants. 
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Figure 4.2.S4 – Infection-specific (HIV) and vaccine-induced (SARS-CoV-2) responses are detected 

by the same AIM pairs. Related to Figure 4.2.4. (A) Schematic representation of the study design. Blood 

samples were collected approximatively three weeks after dose 2 of SARS-CoV-2 mRNA vaccines. Dose 

administrations are indicated by a syringe. (B) Representative FACS plots depicting the multiplexed 

(6xAIM) strategy to identify SARS-CoV-2 Spike-specific CD4+ (orange gate) and CD8+ (blue gate) T cells. 

(C) Raw frequencies of AIM+ CD4+ and CD8+ T cell responses following an ex vivo 15h stimulation of 

CD4+ T cells CD8+ T cells
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PBMCs with a pool of SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein peptides. PBMCs were left unstimulated as a 

control (gray bars). Number of responders reaching >2x over unstimulated condition are written below the 

histograms for each stimulation. The 6xAIM values and Wilcoxon tests are shown. n = 23 SARS-CoV-2 

vaccinated participants. (D) Comparisons between the normalized amplitudes of net HIV- (teal) and Spike-

specific (lavender) CD4+ and CD8+ T cell responses. Within each cohort, responses were normalized to their 

6xAIM pairs values. Mann-Whitney tests are shown. Donors who had at least one HIV stimulation reaching 

>2x over the unstimulated condition were analyzed, as well as those whose Spike stimulation reached the 

same threshold. For CD4+ T cells, n = 14 ART participants and n = 23 SARS-CoV-2 vaccinated participants; 

for CD8+ T cells, n = 15 ART participants and n = 16 SARS-CoV-2 vaccinated participants. (C and D) 

Circles (HIV) and triangles (Spike) represent biologically independent samples. The bars represent median 

values. 
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4.2.8 Supplemental Tables 

Table 4.2.S1 – Clinical characteristics of the study participants.a Related to the STAR Methods 

section and Figures 4.2.1 to 4.2.4. 

 ART-treated 
n = 16 

SARS-CoV-2 vaccinated 
n = 23 

Age 
Age (years old) 55.5 (51.8 – 58) 51 (41.5 – 55) 
Sex 
Male 16 (100%) 9 (39%) 
Female 0 (0%) 14 (61%) 
HIV infection 
Duration of infection (years) 19.9 (15.6 – 24.3) N/A 
Time before ART (years) 4.1 (2.0 – 11.2) N/A 
Time on ART (years) 10.4 (6.8 – 19.5) N/A 
CD4 counts 588 (455 – 726.5) N/A 
CD8 counts 991.5 (570.3 – 1283) N/A 
CD4/CD8 ratio 0.49 (0.35 – 1.13) N/A 
CMV infection 
Positive 15 (94%) N/A 
Negative 1 (6%) N/A 
SARS-CoV-2 vaccination 
Days between doses 1 and 2 of 
mRNA vaccines 

N/A 111 (109 – 112) 

Days after first dose N/A 132 (130 – 139) 
Days after second dose N/A 21 (20 – 27) 

 

a Values displayed are medians. Interquartile ranges (continuous variables) or percentages 

(categorical variables) are shown in parentheses. 

  



113 

Table 4.2.S2 – Flow cytometry antibody staining panel for the activation-induced marker 

(AIM) assays. Related to the STAR Methods section and Figures 4.2.1 to 4.2.4. 

Marker – Fluorophore Clone Source Catalog # 
CD183 (CXCR3) – BV605 G025H7 Biolegend 353728 
CD185 (CXCR5) – BV421 J25D4 Biolegend 356920 

CD186 (CXCR6) – BUV805 13B 1E5 BD Bosciences 748448 
CD196 (CCR6) – BUV737 11A9 BD Bosciences 564377 

CD3 – BUV496 UCHT1 BD Bosciences 612941 
CD4 – BB630 SK3 BD Bosciences 624294 

CUSTOM 
CD8 – BV570 RPA-T8 Biolegend 301037 
CD14 – BV480 M5E2 BD Bosciences 746304 
CD19 – BV480 HIB19 BD Bosciences 746457 
CD38 – BB790 HIT2 BD Bosciences 624296 

CUSTOM 
CD45RA – PerCP Cy5.5 HI100 BD Bosciences 563429 

CD69 – BV650 FN50 Biolegend 310934 
CD134 (OX40) – APC ACT35 BD Bosciences 563473 

CD137 (4-1BB) – PE-Dazzle 594 4B4-1 Biolegend 309826 
CD154 (CD40L) – PE TRAP1 BD Bosciences 555700 
CD279 (PD1) – BV711 EH122H Biolegend 329928 

HLA-DR – FITC LN3 Biolegend 327005 
LIVE/DEAD Fixable dead cell N/A Thermo Fisher Scientific L34960 
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This project aims to identify the transcriptional and epigenetic mechanisms leading the dysfunction 

of HIV-specific CD4+ T cells. As previously described in sections 2 and 4.1, our first objective 

was to optimize the strategy of HIV-specific CD4+ and CD8+ T cell identification. We did so by 

developing the multiplexed AIM assay, presented in section 4.2 and published in Cell Reports 

Methods. Building on this new approach, we were then able to elaborate our sorting strategy. We 

achieved our second objective by sorting HIV-specific CD4+ and CD8+ T cells for upcoming 

analyses of their transcriptomes and epigenomes. The experimental design describing the assays 

performed and the cohorts studied, the sorting strategy, and the results of the sorted Ag-specific 

CD4+ and CD8+ T cells will be detailed in sections 4.3 (Materials and Methods) and 4.4 (Results). 

 

4.3 Materials and Methods 

4.3.1 Experimental design 

Our group has shown that the transcriptomic profiles of HIV-specific CD4+ T cells from elite 

controllers (ECs), chronic progressors (CP), and ART-suppressed participants differed, with a 

skewing toward Tfh for viremic individuals, at the expense of a Th1, Th17, and Th22-like profile 

compared to ECs (146–148). This was only partially corrected with ART. Similarly, we and others 

have shown that some epigenetic signatures were established early at the beginning of the infection, 

both in humans and in murine models (154,203), and that these signatures were not totally reversed 

with ART (151,152). Therefore, we focused on the Ag-specific T cell responses in two different 

cohorts of 12 people with HIV (PWH) each (Figure 4.3.1A). Participants in the first cohort of ECs 

were untreated and spontaneously controlled the viremia, with a viral load (VL) of <50 plasma 

viral RNA (vRNA) copies/mL. The second cohort was longitudinal and described former CP 

participants with time points before (“pre-ART”; viremic with a VL >2,000 vRNA/mL) and after 

(“post-ART”; aviremic with a VL of <40 copies/mL) suppressive ART. For the post-ART time 

points, we selected those who had been on ART for >1 year and that were virally suppressed for 

>6 months. To observe the direct effects of ART initiation on the transcriptomic, methylation, and 

chromatin accessibility profiles, we also chose the closest pre- and post-ART time points to each 

other. Table 4.3.S1 (in Appendix 7) summarizes the characteristics of the participants. 
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We will investigate the genome-wide transcriptome and epigenome of HIV-specific CD4+ 

and CD8+ T cells in depth, using DNA methylation, chromatin accessibility, and transcriptomics 

assays. DNA methylation assays will first be performed using the Reduced representation bisulfite 

sequencing (RRBS) technology, allowing identification of regions enriched in CpG sites, indicative 

of a methylated locus. Methylation is associated with repressed transcription. To investigate 

epigenetic mechanisms that are or are not corrected with ART, differentially methylated loci 

between ECs and pre-ART participants will be identified and compared to those of post-ART 

participants. Tagmentation assays will then be performed with the Assay for transposase-accessible 

chromatin using sequencing (ATAC-Seq) to assess chromatin accessibility. “Open” chromatin 

(euchromatin) is more accessible and permissive to transcriptional factors than “closed” chromatin 

(heterochromatin). This type of analysis will allow the mapping of the transcriptional activity of 

promotors and/or regulatory regions associated with epigenetic modifications. Similarly, 

differentially accessible regions will be compared between the groups. Finally, as accessible and/or 

unmethylated genes are not necessarily expressed, DNA methylation and accessible chromatin 

profiles will be paired with analyses of the transcriptome. Transcriptomics will be performed using 

RNA Sequencing (RNA-Seq), allowing the comparison of differentially expressed transcripts 

between the three groups. All these techniques have been optimized and established by our 

collaborators, the laboratory of Dr. Jeremy M. Boss (Emory University, Atlanta, USA) 

(151,153,203–205), who will be performing the sequencing and the analyses. 

As our previous results showed that the skewing in lineage differentiation could not be 

observed in SEB- and CMV pp65-stimulated cells (147), we also evaluated CMV-specific T cell 

responses to test whether the dysfunction is specifically associated with HIV. CMV is another 

chronic virus highly prevalent in PWH (206,207), that has been associated with a more terminally 

differentiated and senescent phenotype (208–210). For each participant, we targeted to sort, in this 

order, 2,000 HIV- and CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells for the RNA-Seq, 2,000 cells for the 

RRBS, and 10,000 cells for the ATAC-Seq (Figure 4.3.1B). 
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Figure 4.3.1 – Project overview. (A) Description of the cohorts that will be investigated. Arrows represent 

the main comparisons that will be made. (B) Experimental design. The sorting of AIM+ cells and the RNA 

or DNA extractions will be performed in the Kaufmann laboratory, while the sequencing and analyses will 

be performed in the Boss laboratory, at Emory University. EC: Elite controllers; CP: Chronic progressors; 

ART-CP: ART-treated chronic progressors; RNA-Seq: RNA sequencing; RRBS: Reduced representation 

bisulfite sequencing; ATAC-Seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing. 

 

4.3.2 Materials and Methods 

Experimental model and subject details 

Ethics statement 

All work was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki in terms of informed 

consent and approval by an appropriate institutional board. Blood samples were obtained from 

donors who consented to participate in this research project at the CHUM (13.019 and 19.381). 

Plasma and PBMCs were isolated by centrifugation and Ficoll gradient, and samples were stored 

at -80°C and in liquid nitrogen, respectively, until use. 
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Participants and samples 

We obtained the leukaphereses from study participants at the McGill University Health Centre 

(Montréal, QC, Canada), and at the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM; 

Montréal, QC, Canada). The study was approved by the respective IRBs, and written informed 

consent was obtained from all participants before enrolment. Our cohorts of 12 untreated elite 

controllers (VL <50 copies/mL) and 12 longitudinal pre- (VL >2,000 copies/mL) and post-ART 

(VL <40 copies/mL) participants were used to measure HIV- and CMV-specific responses. The 

characteristics of all participants are summarized in Table 4.3.S1. PBMCs were isolated by the 

Ficoll density gradient method and stored in liquid nitrogen until use. 

 

Method details 

Multiplexed AIM assay 

The multiplexed AIM assay (178) was adapted and used to quantify HIV- and CMV-specific CD4+ 

and CD8+ T cell responses. As previously described (42,169–171,178), PBMCs were thawed and 

rested for 3 h in 96-well flat-bottom plates in RPMI 1640 supplemented with HEPES, 

penicillin/streptomycin, and 10% Human Serum, Type AB (HAB). 2 × 106 PBMCs were 

stimulated with pools of 150 overlapping peptides of HIV-1 Gag, Pol, Env, or Nef proteins (0.5 

μg/ml per peptide) (JPT), or 138 overlapping peptides of HCMVA 65 kDa phosphoprotein (pp65) 

(0.5 μg/ml per peptide) (JPT) for 15 h (37°C, 5% CO2). A DMSO-treated condition and a 

Staphylococcus enterotoxin B (SEB)-treated (0.5 μg/ml) condition served, respectively, as negative 

and positive controls. Cells were first stained for viability dye (Aquavivid, Thermofisher, 20 min, 

4°C), surface markers (30 min, 4°C) (see Table 4.3.S2 for the list of antibodies), and then fixed 

using 1% paraformaldehyde (15 min, 4°C) before acquisition on the BD LSRFortessaTM (BD 

Biosciences). Analyses were performed using FlowJo (v10.10.0). 

Sorting of live cells 

For the live sorting of HIV- and CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells, 7 × 106 PBMCs were rested 

and stimulated with HIV-1 Gag and HCMVA pp65 peptides (JPT) in 48-well flat-bottom plates. 

Wells were initially pooled, then split into individual FACS tubes and stained separately. Cells 

were stained as described above, except that they were not fixed with paraformaldehyde. After 
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staining, cells were immediately sorted (4°C, 1.5 mL microtubes) on the flow cytometer 

FACSAria™ Fusion (BD Biosciences). For downstream transcriptomics analyses, 2,000 AIM+ 

CD4+ and CD8+ T cells were directly sorted in RLT lysis buffer (Qiagen) + 1% β-Mercaptoethanol 

(Thermofisher), flash freezed, and stored at -80°C until harvesting the RNA. For the DNA 

methylation (n = 2,000 cells) and chromatin accessibility (n = 10,000 cells) assays, cells were sorted 

in RPMI 1640 supplemented with HEPES, penicillin/streptomycin, and 10% HAB. The 2,000 cells 

were centrifuged in swinging buckets at 300 g (10 min, 4°C), the supernatant was removed, leaving 

approximatively 50 μL of medium, and stored at -80°C until harvesting the DNA. After sorting the 

10,000 cells, we immediately proceeded with the tagmentation reaction. 

Tagmentation reaction 

As previously described (205), we first centrifuged the 10,000 cells in swinging buckets at 500 g 

for 10 mins (4°C), then removed the supernatant. We resuspended the dry pellet in 25 μL of 

Tagmentation Reaction mix (2X Tagmentation DNA buffer, Tn5 Tagmentation DNA enzyme, 

0.02% Digitonin, 0.1% Tween-20, and molecular grade water), and incubated it at 37°C for 60 

mins. We stopped the tagmentation reaction with a mix of 25 μL Tagmentation Clean-up buffer 

(23 μL of 2X Clean-up buffer [326 mM NaCl, 109 mM EDTA, and 0.63% SDS] + 2 μL of 

Proteinase-K [10 mg/mL]), which we incubated at 40 °C for 30 mins. The tagmentation reaction 

was stored at -20°C until harvesting the DNA. 

RNA and DNA extractions 

RNA was extracted on column using the Quick-RNA Microprep kit (Zymo Research), eluted in 15 

μL of DNAse/RNAse-free water, and stored at -80°C until sequencing. For methylation and 

chromatin accessibility analyses, DNA was extracted on column using the Quick-DNA Microprep 

kit (Zymo Research), eluted in 55 μL (DNA methylation) or 50 μL (chromatin accessibility) of 

DNA elution buffer, and stored at -20°C until sequencing. 

Tagmentation internal controls 

At the beginning of each sort, 10,000 cells were sorted twice from the “Lymphocytes” gate in two 

separate microtubes. These were kept on ice until proceeding with the tagmentation reaction. After 

spinning the cells at 500 g for 10 mins, we removed the supernatant of the tagmentation control #1, 

resuspended the cells in medium, then counted the cells. We proceeded with the tagmentation 

reaction, as previously described, for the tagmentation control #2. After extracting the DNA, we 
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ran a PCR using primers specific for the human CD3 gene (HCD3OUT5′: 

ACTGACATGGAACAGGGGAAG; HCD3OUT3′: CCTCTCTTCAGCCATTTAAGTA) (211), 

the AccuStart II PCR ToughMix enzyme (Quantabio),  and the following PCR cycle conditions: a 

3 mins denaturation step at 95°C, 40 cycles of amplification (95°C for 30 secs, 56.5°C for 30 secs, 

and 70°C for 1 min), and a final elongation of 7 mins at 70°C. 

 

Statistical analysis 

Antigen-specific T cell responses are expressed in percentages of CD4+ and CD8+ T cells. Symbols 

(circles and triangles for CD4+ T cells detected with the Boolean OR gating or the L gating 

strategies, and squares for CD8+ T cells detected with the CD69+4-1BB+ AIM pair) represent 

biologically independent samples. Lines connect data from the same participant. Proportions of 

background were calculated by dividing the background signal (unstimulated condition, used as a 

negative control) by the signal of the stimulated condition. The coefficients of variation (CV) were 

calculated by dividing the standard deviation by the mean. Differences in responses for the same 

participant were performed using Wilcoxon matched pair tests. Pairwise multiple comparisons 

within cohorts were performed using the Friedman test with the Dunn’s post hoc test, while it was 

the Kruskal-Wallis test (with the Dunn’s post hoc test) when comparing between elite controllers, 

pre-ART, and post-ART participants. The Wilcoxon, Friedman, and Kruskal-Wallis tests were 

generated using GraphPad Prism (v10.1.1) (GraphPad, San Diego, CA). P values are indicated for 

each comparison assessed, and p <0.05 were considered significant. For graphical representation 

on a log scale (but not for statistical tests), null values were arbitrarily set at the minimal values for 

each assay. Graphics were generated using GraphPad PRISM version 10.1.1. 
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4.4 Results 

Stronger Gag-specific CD4+ and CD8+ T cell responses were found compared to the other 

HIV antigens 

To conduct the genome-wide transcriptomics, DNA methylation, and chromatin accessibility 

assays described in section 4.3.1, we adapted the multiplexed AIM assay (presented in section 4.2) 

for the live sorting of cells. We first discarded CD40L, as our data showed that it was the most 

redundant with the other markers to detect Ag-specific CD4+ T cells. Thereby, its removal only 

had a limited impact on the detection of Tfh cells, despite the enrichment of CD40L in this subset 

(178). It also contributed little to capturing Ag-specific CD8+ T cells. Furthermore, removing 

CD40L eliminated the need of a CD40 blocking antibody, which may alter cellular interactions, 

and optimized the stimulation time considering that CD40L is expressed early, while OX40 is 

upregulated later (155,165). We directly detected Ag-specific CD8+ T cells with the CD69+4-1BB+ 

pair, as we showed that multiplexing the AIM assay is beneficial for CD4+ T cells only (178) 

(Figures 4.4.S1A and 4.4.S1B, in Appendix 8). 

 We first screened all participants to measure AIM+ T cell responses following a 15 h 

stimulation with pools of overlapping HIV-1 (Gag, Pol, Env, and Nef) and CMV (pp65) peptides 

(Figures 4.4.S1C and 4.4.S1D), and to estimate the number of cells required for sorting. We 

subtracted the background from the stimulated responses to obtain net responses (Figures 4.4.1A 

and 4.4.1B). Consistently with data published by our group (42,178), strong AIM+ CD4+ and CD8+ 

T cell responses were found in the Gag-stimulated conditions across all three groups of participants. 

Other antigens, notably Env, yielded significantly lower responses. Additionally, as previously 

reported (145,212,213), we observed a significant upregulation of PD-1, an immune checkpoint 

inhibitor and marker of immune activation and exhaustion, in Gag-specific CD4+ T cells compared 

to the total CD4+ T cell population (Figures 4.4.1C and 4.4.1D). Gag-specific CD4+ T cells of pre- 

and post-ART donors expressed significantly more PD-1 than elite controllers’. To assess HIV-

specific CD4+ and CD8+ T cell responses, we thus decided to focus on T cells specific for the 

structural protein Gag for downstream live sorting. 



121 

 
0 10

3
10

4
10

5
0

50K

100K

150K

200K

250K

0 10
3

10
4

10
5

0

50K

100K

150K

200K

250K

0 10
3

10
4

10
5

0

50K

100K

150K

200K

250K

0 10
3

10
4

10
5

0

50K

100K

150K

200K

250K

0 10
3

10
4

10
5

0

50K

100K

150K

200K

250K

0 10
3

10
4

10
5

0

50K

100K

150K

200K

250K



122 

Figure 4.4.1 – Characterization of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells in ECs and pre- and post-ART 

participants. (A and B) Net Ag-specific (A) CD4+ and (B) CD8+ T cell responses in the elite controllers 

(EC; blue) and pre- (orange) and post-ART (purple) cohorts. (C) Example of univariate PD-1 gating on total 

and HIV Gag-specific CD4+ T cell populations. PD-1 was gated based on the FMO. (D) Proportion of       

PD-1+ cells in total (grey bars) and Gag-specific CD4+ T cells. Wilcoxon tests between the total and Gag-

specific populations are shown. Pairwise multiple comparisons of PD-1 expression between cohorts were 

performed using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s post hoc test. (A and B), pairwise multiple 

comparisons were performed using the Friedman test with Dunn’s post hoc test. (A, B, and D), circles 

represent CD4+ responses detected with the Boolean OR gating strategy, while squares represent CD8+ T 

cells detected with the CD69+4-1BB+ pair. n = 12 ECs and n = 12 pre- and post-ART participants. 

 

The multiplexed AIM assay was adapted to an “L gating” strategy for the live sorting of 

AIM+ cells 

Our sorter was not able to directly sort Ag-specific CD4+ T cells with the Boolean AND/OR gating 

without resulting to software and hardware malfunctions. We thus adapted the multiplexed AIM 

approach to one that would be compatible for sorting, depicted in Figures 4.4.2A and 4.4.S2A as 

an “L gating” strategy. Briefly, after gating on CD4+ T cells, we first selected cells based on the 

expression of CD69, then subsequently sorted the cells that were OX40+ (CD69+OX40+), 4-1BB+ 

(CD69+4-1BB+), or OX40+4-1BB+ (CD69+OX40+4-1BB+). Simultaneously, Ag-specific CD8+ T 

cells were directly sorted with CD69+4-1BB+ (Figure 4.4.2A). AIM+ CD4+ T cells were sorted 

with the L gating strategy, acquired, and re-analyzed with standard AIM pairs to estimate the 

proportion of additional AIM+ cells gained with the multiplexing. Approximatively 22.2% and 

30.6% more cells were detected with the L gating compared to CD69+4-1BB+ and CD69+OX40+, 

respectively (Figure 4.4.S2B). We also showed that both strategies, the Boolean OR Gating and 

the L gating, were equivalent (Figure 4.4.S2C), and that none of the p-values reached statistical 

significance. 
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Figure 4.4.2 – Live sorting of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells in ECs and pre- and post-ART 

participants. (A) Live sorting strategy. The multiplexed AIM assay was adapted for the sorts of CD4+ T 

cells using an “L gating” strategy (red gates), while CD8+ T cells were simultaneously sorted using the             

CD69+4-1BB+ AIM pair (blue gates). Black gates depict the upstream gating strategy. (B) Raw and (C) net 
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frequencies of sorted AIM+ CD4+ and CD8+ T cell responses in elite controllers (blue), pre-ART (orange), 

and post-ART (purple) participants, following an ex vivo 15 h stimulation of PBMCs with a pool of HIV 

Gag peptides. PBMCs were left unstimulated as a control (grey bars). (B) Wilcoxon tests and (C) Kruskal-

Wallis tests with Dunn’s correction are shown. (D) Proportion of background in the HIV-stimulated 

condition. The Ag-stimulated conditions are normalized to 100% to better represent the autologous 

unstimulated signal. Light colors represent the total of stimulated cells; dark colors represent the 

background. (E) Net CMV-specific CD4+ and CD8+ T cell responses of a single participant repeated at 

every sort. Coefficients of variation (CV) are shown above the graph. n = 30 sorts. (B – E), triangles 

represent CD4+ responses detected with the L gating strategy, while squares represent CD8+ T cells detected 

with the CD69+4-1BB+ pair. n = 12 ECs and n = 12 pre- and post-ART participants. 

 

Gag-specific, now on referred to as “HIV-specific,” CD4+ and CD8+ T cells were sorted 

from elite controllers and longitudinal pre- and post-ART participants (Figure 4.4.2B). ECs had 

slightly larger magnitudes of sorted HIV-specific CD4+ T cells than pre- and post-ART 

participants, with medians of 0.90%, 0.69%, and 0.57%, respectively (Figure 4.4.2C). A hierarchy 

was more noticeable in CD8+ T cells, as large and significant differences with the unpaired 

Kruskal-Wallis test with Dunn’s correction were found between ECs (median: 1.45%) and ART-

treated (median: 0.39%) participants. In contrast, longitudinal participants had higher HIV-specific 

CD8+ T cell responses before ART (median: 0.98%) than after, although these responses were more 

similar in CD4+ T cells, and neither differences in magnitude of CD4+ and CD8+ T cell responses 

reached statistical significance. 

To make sure that the positive signal was specific, we calculated the ratio of the signal in 

the unstimulated vs. Ag-stimulated conditions. The median proportion of background was 12.8% 

for CD4+ T cells and 15.1% for CD8+ T cells (Figure 4.4.2D). Only cells whose proportion of 

background was below the 33.33% threshold were kept for RNA and DNA extractions. In parallel 

with Gag-stimulated cells, we sorted AIM+ CD4+ and CD8+ T cells specific to CMV (Figures 

4.4.S2D, 4.4.S2E, and 4.4.S2F). In most participants, 14,000 Gag and CMV-specific CD4+ and 

CD8+ T cells were sorted (Figures 4.4.3 and 4.4.S3). We also sorted 2,000 unstimulated AIM+ 

CD4+ and CD8+ T cells from one individual to access the transcriptome of “background” cells. 

Table 4.4.S1 presents the number of cells sorted for each participant. 
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To correct for potential batch effects, samples from an additional participant with high 

CMV responses were repeated at every sort. These data showed that the AIM assay is highly 

reproducible, with low variability for the detection of both Ag-specific CD4+ (26.4%) and CD8+ T 

cells (20.7%) (Figures 4.4.2E and 4.4.S2G). 

 

Figure 4.4.3 – Summary of HIV Gag-specific CD4+ and CD8+ T cells sorted in ECs and pre- and post-

ART participants. Each colour represents the cells sorted for the different assays: green for the RNA-Seq, 

blue for the RRBS, and yellow for the ATAC-Seq. See also Figure 4.4.S3 for sorted CMV pp65-specific 

CD4+ and CD8+ T cells. n = 12 ECs and n = 12 pre- and post-ART participants. RNA-Seq: RNA sequencing; 

RRBS: Reduced representation bisulfite sequencing; ATAC-Seq: Assay for transposase-accessible 

chromatin using sequencing. 

 

Sorting controls yielded high purity values (96.4%) for both CD4+ and CD8+ T cells (Figure 

4.4.4A). In the optimization phase of our experiments, we had generated results of poor quality for 

the ATAC-Seq assay. This might have been explained by accidentally aspirating or disrupting the 

pallet when removing the supernatant, or on the contrary, leaving too much supernatant, reducing 

the efficiency of the tagmentation reaction. We thus set up two internal controls to ensure that cells 
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were not lost during the removal of the supernatant (by counting the cells afterwards, tagmentation 

control #1) and that we were able to recuperate DNA (by running a PCR targeting the human CD3 

gene, tagmentation control #2) (Figure 4.4.4B). We found a recovery of approximatively 100% in 

all sorts (Figure 4.4.4C), as well as bands corresponding to the expected size of the amplicon (356 

bp) (Figure 4.4.4D). 

As part of an initial pilot study, the HIV- and CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells sorted 

from three ECs, three pairs of pre- and post-ART participants, and the repeated participant                

(n = 156 samples, 52 samples for each assay) were sent to the laboratory of Dr. Boss. Before 

sequencing, they first performed quality control experiments. The quality of RNA-Seq data was 

measured with the mapping statistics and library size patterning using a Bio/Fragment Analyzer, 

which shows both the size distribution of the reads and the concentration of the final sequencing 

library. All 52 RNA-Seq samples had a coverage of more than the 15 million reads threshold 

(Figure 4.4.S4A), broad distributions of library sizes ranging from the expected 250 – 1,000 bp 

(Figure 4.4.4D), and passed the quality control. Similarly, the distributions of library sizes for the 

RRBS had the distinctive “hedge-hogging” trace (Figure 4.4.4D). Unfortunately, we have not yet 

received the mapping statistics of this assay. The ATAC-Seq is a more challenging assay that 

requires additional metrics to evaluate the quality of the data: along with the mapping statistics and 

the Bio/Fragment Analyzer, the number of MACS peaks (number of enriched accessible loci 

identified in each sample), the Fractions of Reads in Peaks (FRIP, proportion of total reads in the 

enriched regions), and a manual assessment to verify that known regions of housekeeping genes 

are indeed enriched, were considered. Out of the 52 ATAC-Seq samples, 77% were of optimal 

quality, having >15 million reads (Figure 4.4.S4B), >10,000 MACS peaks (Figure 4.4.S4C), a 

FRIP score >5% (Figure 4.4.S4D), enriched regions of the Beta-actin gene (Figure 4.4.S4E), and 

a nucleosomal peak at 300 – 400 bp (Figure 4.4.4D). Nonetheless, the remaining 10 samples were 

of the CMV-stimulated conditions, including five of the repeated participant, and have been 

deemed by our collaborators as still usable, although they may provide limited data. 

This is the initial phase of a much larger project, considering the quantity of information 

that will be extracted from those cells. Between July 2023 and April 2024, we sorted over 2.5 

million cells, divided in 574 samples collected in 37 participants. In the next few months, our 

collaborators will proceed with the sequencing and the analyses of the remaining 418 samples. 
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While we have not yet received the results from our collaborators for the pilot study, our internal 

tagmentation controls and the bioinformatic quality controls show that, altogether, the data 

produced are of optimal quality and ready for sequencing. 
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Figure 4.4.4 – Quality control of the sorted cells. (A) Purity controls for the sorting of Ag-specific CD4+ 

and CD8+ T cells. (B) Diagram outlining our two internal tagmentation controls. (C) Percentage of recovery 

after removing the supernatant. Cell counts were estimated with a hemocytometer. n = 30 sorts. (D) Example 

of an agarose electrophoresis gel following a PCR targeting the human CD3 gene. L: DNA ladder; C1: water 

condition (negative control); C2: no enzyme condition (negative control); 50K and 10K: DNA previously 

extracted from 50K and 10K cells (positive controls); sorts #1-3: PCR performed on these samples following 

the tagmentation reaction. (E) Library size patterning using a Bio/Fragment Analyzer. Graphs on the left 

represent the “expected patterns” for each of the assays, while graphs on the right represent examples of 

three samples of the pilot study. These data were provided by the laboratory of Dr. Boss (Emory University, 

Atlanta, USA). RNA-Seq: RNA sequencing; RRBS: Reduced representation bisulfite sequencing; ATAC-

Seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing. 
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Chapitre 5 – Discussion générale et perspectives 

Ce mémoire comporte deux méthodes développées pour l’étude virologique et immunologique de 

l’infection au VIH. D’un côté, dans le laboratoire Chomont, nous avons développé un algorithme 

de prédiction de l’intégrité des génomes du VIH, automatisant une séquence d’analyse déjà utilisée 

par notre groupe. L’algorithme, nommé « IntegrityAlgorithm », permet à la fois d’analyser 

l’intégrité des provirus à l’aide de plusieurs outils communément utilisés dans la littérature, mais 

également leur clonalité. L’algorithme s’est montré cohérent avec les résultats publiés et a révélé 

la granularité des résultats, jusqu'alors dissimulée par la hiérarchisation. 

De l’autre côté, dans le laboratoire Kaufmann, nous avons développé une version 

multiplexée de l’essai AIM, qui présente plusieurs avantages comparativement aux versions 

standards n’utilisant qu’une seule paire de AIMs. Nous avons trouvé que l’essai multiplexé 

augmentait la fréquence de détection des réponses T CD4+ spécifiques à un antigène et qu’il 

réduisait les biais dans le phénotypage et dans la comparaison entre études. En revanche, il n’y 

avait pas d’avantage pour les lymphocytes T CD8+, presque exclusivement détectés avec la paire 

CD69+4-1BB+. Nous avons appliqué cet essai multiplexé pour trier plus de 2,5 millions de cellules 

T CD4+ et CD8+ spécifiques au VIH et au CMV, dans le cadre d’analyses imminentes de leur 

transcriptome et de leur épigénome. 

 

5.1 La virologie de l’infection au VIH : l’IntegrityAlgorithm 

Discussion des résultats 

L’IntegrityAlgorithm a produit des résultats consistants avec ceux précédemment publiés. Dans 

presque tous les jeux de données, le même nombre de génomes intacts, inversés, hypermutés et 

largement délétés a été trouvé. Les différences se trouvaient surtout au niveau des séquences 

classifiées avec un codon stop et des défauts dans le Ψ. Cela est dû à l’algorithme utilisé pour 

prédire les codons stop, soit ProSeq-IT dans les articles publiés (42,82,90,101) ou Gene Cutter dans 

l’IntegrityAlgorithm. La différence clé entre ces deux algorithmes semble être au niveau des 

alignements produits: alors que ProSeq-IT n’aligne qu’une séquence à la fois sur la séquence de 
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référence, Gene Cutter utilise un modèle plus complexe, entraîné sur des séquences de VIH-1, de 

VIH-2 ou de SIV, permettant d’analyser et de comparer plusieurs séquences de manière simultanée. 

Gene Cutter détecte à la fois les insertions et les délétions, mais peut aussi identifier les mutations 

compensatoires et ajuster l’alignement en conséquence (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequenc 

e/GENE_CUTTER/cutter-help.html). De manière générale, ProSeq-IT semble avoir détecté plus 

de codons stop que Gene Cutter, en particulier pour le jeu de données de Sannier et al., Cell Rep. 

(2021), probablement dû à son incapacité d’identifier les mutations compensatoires. Puisque les 

défauts sont hiérarchisés, la proportion de défauts dans le Ψ, plus bas dans la hiérarchie, a donc été 

modifiée. Considérant que 100% des séquences ayant des codons stop avaient également des 

défauts dans le Ψ, la conclusion sur l’intégrité n’a toutefois pas changé. 

Au niveau des défauts plus hauts dans la hiérarchie, l’algorithme a identifié six séquences 

comprenant de grandes délétions de plus que les résultats publiés dans Dufour et al., Nat Commun. 

(2023) (90). Ces séquences avaient toutes un nucléotide de moins que la valeur seuil de 8 800 pb. 

Cela pourrait être dû aux différences subtiles entre l’alignement que j’ai créé et celui qui avait était 

fait à l’époque. Néanmoins, ce résultat pourrait être manuellement modifié dans les fichiers Excel 

produits par l’algorithme. L’algorithme a également trouvé trois séquences intactes plutôt que 

seulement deux, tel que publié dans Sannier et al., Cell Rep. (2021) (82). Selon les résultats publiés 

et basés sur ProSeq-IT, la séquence intacte additionnelle possédait des codons stop dans les exons 

1 et 2 du gène Tat. En comparaison, en se basant sur Gene Cutter, l’algorithme n’a trouvé qu’un 

codon stop dans l’exon 2, ce qui n’est pas considéré critique pour l’intégrité, et expliquerait la 

différence obtenue. 

L’IntegrityAlgorithm permet d’identifier tous les défauts dans les séquences provirales et 

de les hiérarchiser. La fréquence de certains défauts plus bas dans la hiérarchie, notamment les 

codons stop et les défauts dans le Ψ, était souvent sous-estimée. En particulier pour les séquences 

de Dufour et al., Nat Commun. (2023), presque tous les génomes provenant de cellules p24+ 

présentaient des défauts dans le locus du Ψ, avec une fréquence approximativement 38% plus 

grande qu’initialement rapportée (90). Identifier et caractériser les séquences ayant plus d’un type 

de défaut pourrait permettre d’avoir un portrait plus global des différents types de génomes 

proviraux existants, ainsi que d’informer sur les types de défauts se chevauchant fréquemment (91).  

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter-help.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENE_CUTTER/cutter-help.html
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Dans les quatre jeux de données, une observation commune était que parmi les séquences 

ayant été classifiées comme défectives pour le Ψ, c’est-à-dire qu’elles n’avaient ni d’inversion, ni 

d’hypermutation, ni de grand délétion interne et ni de codon stop, peu d’entre elles avaient des 

ORFs défectueux. Sans ces défauts dans le Ψ, la majorité de ces génomes seraient alors « intacts ». 

En 2013, Ho et al. ont montré que trois virus possédant une délétion de 8 et 16 nucléotides dans la 

boucle SL2, impliquée dans l’encapsidation de l’ARN viral, ou une mutation au MSD, impliqué 

dans l’épissage des transcrits, ne pouvaient se répliquer, malgré des ORFs intacts (69). La raison 

biologique pour un tel enrichissement des génomes avec des défauts dans le Ψ reste à explorer, 

surtout qu’il a été observé en grandes proportions et à maintes reprises dans les cellules 

compétentes pour la traduction (70,90,185,188,214). Théoriquement, sans le Ψ ou le MSD, le virus 

ne devrait pas pouvoir s’encapsider et/ou produire des transcrits viraux épissés. Or, Pollack et al. 

ont pu détecter de l’ARN épissé de VIH-1 dans un virus défectueux pour le MSD, suggérant la 

présence d’un MSD alternatif (215). White et al. ont aussi montré que dans les génomes avec un 

Ψ défectueux, la dimérisation et l’encapsidation était réduite, mais pas absente, et qu’ils donnaient 

lieu à des virions non-infectieux possédant l’ARN viral et une réduction de la production de 

protéines d’enveloppe (188). Selon ces données, les génomes ayant uniquement des défauts dans 

le Ψ auraient donc été classées comme « défectueux » à juste titre, dans le sens de non compétent 

pour la réplication. 

Tel que rapporté précédemment, les différences entre les catégories et l’ordre des critères 

fait varier la caractérisation des génomes intacts et défectueux (91). En comparaison aux autres 

outils publiquement disponibles, l’IntegrityAlgorithm a détecté le même nombre de génomes 

intacts que ProSeq-IT et HIVIntact. HIVSeqinR, au contraire, semble les surestimer. L’algorithme 

développé utilise une liste exhaustive de critères pour inférer l’intégrité, incluant notamment les 

inversions et l’analyse des protéines régulatrices et accessoires, ce que les autres outils ne font pas. 

Pourtant, certaines protéines telles que Rev sont essentielles à l’infectivité du provirus : sans elle, 

les transcrits non ou peu épissés, qui coderont éventuellement pour les polyprotéines virales, ne 

pourront pas sortir du noyau pour leur traduction (27). En plus des différences de critères, nous 

avons observé des différences au niveau même de la méthode de détection des défauts, 

spécifiquement pour les codons stop et les hypermutations, ce qui complique davantage la 

comparaison entre études. 
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L’IntegrityAlgorithm et HIVSeqinR sont les deux seuls algorithmes donnant un verdict ou 

une raison expliquant la défectivité du provirus. Dans les données testées, les verdicts étaient 

relativement similaires entre les deux outils, sauf pour les défauts dans la région Ψ. Les valeurs 

seuil de délétions du Ψ différentes pourraient potentiellement expliquer ces différences. Quant à 

eux, ProSeq-IT et HIVIntact produisent des données brutes qui nécessitent un effort supplémentaire 

d’analyse pour résumer les défauts dans chacune des séquences. 

En ce qui concerne la clonalité, un avantage particulier de l’IntegrityAlgorithm est qu’il est 

la seule bibliothèque permettant d’analyser autant l’intégrité que la clonalité des provirus. En 

comparant les résultats publiés et ceux produits par l’IntegrityAlgorithm, les mêmes proportions 

de séquences unique et clonales ont été trouvées dans tous les jeux de données, sauf pour celui de 

Dubé et al., Cell Host Microbe (2023) (42). Pourtant, l’IntegrityAlgorithm et l’outil ElimDupes ont 

tous les deux trouvé un clone chez le participant PWH5 qui n’avait pas été rapporté précédemment, 

illustrant ainsi que l’algorithme limite les risques d’erreurs provenant de décisions « humaines ». 

L’algorithme détecte les séquences clonales, mais également les séquences 

« potentiellement clonales », c’est-à-dire celles présentant un (ou plus, dépendant de la valeur seuil 

choisie) nucléotide de différence. En pratique, pour les utilisateurs, cet ajout permet d’identifier les 

différences qui relèveraient d’erreurs « humaines » et non de mutations ponctuelles, comme ce fut 

le cas pour ce grand clone dont la première base de l’amplicon manquait (la première base a 

probablement été accidentellement effacée lorsque les séquences des amorces ont été retirées). 

L’ajout de cette information a également permis d’identifier où se trouvaient fréquemment les 

mutations ponctuelles d’un seul nucléotide. Dans le jeu de données de Dufour et al., Nat Commun. 

(2023), elles étaient plutôt concentrées dans le gène Env, déjà connu pour son taux rapide de 

mutations (216–218). 

Perspectives 

À ma connaissance, aucun algorithme de prédiction de l’intégrité du génome viral n’existe pour le 

SIV ou le SHIV (Simian-Human immunodeficiency virus). Notre groupe caractérise présentement 

les provirus intacts et défectueux d’un clone pathogénique (AD8) de SHIV, un virus chimérique 

SIV possédant les protéines Tat, Rev et Env du VIH (219). Parmi QC Tool, Gene Cutter et ProSeq-

IT, seul Gene Cutter pourrait être appliqué aux séquences SIV et SHIV, les autres étant spécifiques 
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au VIH-1. La seule manière de mesurer leur intégrité est d’utiliser Gene Cutter à deux reprises, une 

fois en utilisant la référence HXB2 et une fois en utilisant la référence SIV pour identifier les 

codons start et stop. Gene Cutter peut ensuite être combiné à Hypermut pour les hypermutations, 

ainsi qu’une vérification manuelle des alignements avec Geneious pour les grandes délétions 

internes, les défauts dans le Ψ et l’intégrité des ORFs. Il faudrait, entre autres, trouver une manière 

d’incorporer et d’automatiser l’outil d’Hypermut à une séquence d’analyse bioinformatique, ce qui 

pourrait éventuellement être avantageux pour l’IntegrityAlgorithm. J’avais tenté de reproduire les 

résultats de ProSeq-IT avec les séquences VIH pour ensuite les appliquer aux séquences SIV et 

SHIV, en identifiant avec succès la taille des séquences, les délétions et les insertions, mais sans 

succès pour les décalages dans le cadre de lecture. 

Limites 

L’algorithme développé est une alternative rapide et automatisée, réduisant ainsi les erreurs 

manuelles, de la séquence d’analyse publiée. Une de ses limites est qu’il est dépendant des résultats 

de quatre autres outils (QC Tool, Gene Cutter, ProSeq-IT et Geneious) qui sont basés en ligne et/ou 

sur un logiciel installé localement, compliquant ainsi son utilisation. En comparaison, ProSeq-IT 

seul, HIVIntact et HIVSeqinR peuvent inférer l’intégrité des génomes dans un seul et même 

algorithme. ProSeq-IT ne nécessite aucune expertise en bioinformatique et est un outil disponible 

en ligne. De plus, l’IntegrityAlgorithm ne s’applique qu’au sous-type B du VIH-1. L’algorithme 

est lui-même limité par la compatibilité des autres outils avec les sous-types du VIH. QC Tool n’est 

applicable que sur les séquences du VIH-1, puisqu’il utilise la référence HXB2. Il peut être 

appliqué aux autres sous-types, mais les résultats seront moins fiables. Gene Cutter peut 

fonctionner avec les séquences du VIH-1 (sous-type B seulement) ou du VIH-2/SIV (Simian 

immunodeficiency virus), tandis que ProSeq-IT fonctionne avec les sous-types B et C du VIH-1. 

Considérant que le sous-type C est la forme de VIH-1 la plus prévalente, bien que la recherche soit 

concentrée sur le sous-type B (220), il serait pertinent d’étendre l’utilisation de cet algorithme à 

d’autres sous-types du VIH-1, comme c’est le cas pour ProSeq-IT, HIVIntact et HIVSeqinR. 

Finalement, comme tout algorithme de prédiction, l’IntegrityAlgorithm ne peut prévoir l’impact 

de mutations ponctuelles qui changeraient un acide aminé pour un autre sur l’intégrité fonctionnelle 

du génome. 
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5.2 L’immunologie de l’infection au VIH : l’essai AIM multiplexé 

Discussion des résultats 

Dans notre article publié dans Cell Reports Methods, nous avons montré que le marqueur CD40L, 

bien qu’utilisé par plusieurs équipes (146–148,155,156,173,175,221), était le moins essentiel 

(178). Son absence avait un effet limité sur la détection des cellules T CD4+ spécifiques au VIH, 

incluant sur ses sous-populations, et presque aucune influence sur les lymphocytes T CD8+. CD40L 

a une cinétique différente des autres marqueurs utilisés (CD69, 4-1BB et OX40), lui qui est exprimé 

rapidement après l’activation des cellules (6-9 h) en comparaison à 16-24 h pour les trois autres 

(155,165). CD40L pouvait aussi biaiser le phénotype des cellules détectées, puisque nous avons 

trouvé que les cellules CD40L+ étaient enrichies en cellules Tfh. En comparaison, OX40 s’est avéré 

être un marqueur plus robuste pour la détection des T CD4+ spécifiques au VIH. Enlever OX40 a 

fortement nui à la détection des lymphocytes Th17, une sous-population pourtant importante dans 

l’étude de l’infection au VIH, vu la forte expression des gènes y étant associés chez les ECs en 

comparaison aux CPs et aux participants sous ART (146–148). L’absence d’OX40 n’a pas non plus 

eu un impact détrimentaire sur la détection des cellules Tfh, l’autre sous-population importante 

pour notre étude, vu le biais dans la différentiation des lignées vers les cellules Tfh observé chez 

les CPs. Nos résultats montrent que l’effet d’activation bystander observé dans l’essai AIM 

multiplexé, bien que limité, serait en partie dû au marqueur CD40L. Pour toutes ces raisons, nous 

avons choisi de trier les réponses T CD4+ spécifiques au VIH avec l’essai AIM multiplexé utilisant 

CD69, 4-1BB et OX40 uniquement. 

Pour reconnaître que les essais fonctionnels comme l’essai AIM engendrent inévitablement 

des faux positifs, nous présentons les valeurs nettes (valeurs brutes de la condition non-stimulée 

soustraites aux valeurs brutes des conditions stimulées), mais aussi les proportions par rapport au 

bruit de fond (valeurs brutes de la condition non-stimulée divisées par les valeurs brutes des 

conditions stimulées). Chez certains participants, les proportions de bruit de fond étaient plus 

élevées que ce qui avaient été rapportées précédemment avec l’essai AIM multiplexé, soit une 

médiane de 9% (178). Ceci est dû à l’évaluation d’un seul antigène du VIH (Gag), plutôt qu’à la 

somme des réponses à Gag, Pol, Env et Nef. 
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 Nous avons élaboré notre stratégie de tri en se concentrant d’abord sur les cellules positives 

pour CD69, un marqueur robuste utilisé depuis des années pour mesurer l’activation des cellules T 

(222–226) et qui est fréquemment utilisé en combinaison avec CD40L (146–148,155,173,175,221) 

et OX40 (173,176,227) pour les cellules T CD4+. Le tri subséquent des cellules OX40+ et/ou            

4-1BB+ évite de compter les cellules AIM+ plus d’une fois et ne nécessite pas l’utilisation 

d’opérateurs booléens. Nous avons montré que la stratégie du gating en L a détecté le plus grand 

nombre de cellules T spécifiques à un antigène, puisque 20 à 30% des cellules triées auraient été 

manquées en utilisant des paires d’AIMs standards. Toutefois, l’augmentation de la fréquence des 

cellules détectées ne s’est pas faite au détriment de la spécificité. Notre valeur seuil de proportion 

de bruit de fond (33,3%) nous assure que chaque échantillon comprend >66,6% de cellules triées 

spécifiques au VIH ou au CMV. 

 Nous avons trié plus de 2,5 millions de cellules trouvées à des petites fréquences 

(généralement moins de 1% des cellules totales). Les cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques à un 

antigène étaient triées de manière simultanée. Pour les analyses de séquençage ARN, nous avons 

d’abord trié les 2 000 cellules de tous les échantillons directement dans un tampon de lyse et les 

avons gelées instantanément pour assurer la stabilité de l’ARN et du transcriptome, l’ARN étant 

une molécule fragile qui se dégrade généralement rapidement. Les 2 000 et 10 000 cellules triées 

pour les extractions d’ADN étaient, quant à elles, triées dans du sérum humain pour les garder en 

vie jusqu’aux extractions ou aux réactions de tagmentation. Nos résultats montrent qu’autant 

l’ARN que l’ADN extrait était de bonne qualité. 

 Autant dans la procédure de sélection (screening) que dans les tris eux-mêmes, de fortes 

réponses T CD4+ et CD8+ spécifiques à l’antigène Gag du VIH ont été observées chez les 

contrôleurs élites en comparaison aux participants pré- et post-ART. Ces résultats sont consistants 

avec ceux montrant des réponses T CD4+ plus faibles chez les participants sous ART prolongé 

(228–230), ainsi qu’à d’autres montrant des réponses de magnitudes supérieures chez les 

contrôleurs que chez les participants virémiques (146,147). La plus grande expression de PD-1 

chez les participants pré-ART comparé aux contrôleurs avait aussi été rapportée (146). Pour les 

participants suivis de manière longitudinale, les réponses T CD4+ spécifiques au VIH étaient 

similaires aux deux visites, mais elles étaient supérieures avant ART pour les T CD8+. Une étude, 

utilisant aussi un essai AIM, a montré que les réponses T CD4+ entre les individus pré- et post-
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traitement étaient similaires, mais un peu plus élevées après le traitement pour les T CD8+ (231). 

Aucune de ces différences n’était cependant significative. Dans cette étude, l’utilisation d’un 

mégapool de peptides du VIH (incluant les protéines Env, Gag, Nef, Pol, Rev, Tat, Vif, Vpr et 

Vpu), contrairement à Gag uniquement, pourrait expliquer la différence avec nos résultats. 

 Des différences subtiles pouvaient être trouvées dans la magnitude de réponses T CD4+ et 

CD8+ spécifiques à Gag et CMV entre la procédure de sélection et les tris. Plusieurs facteurs 

pourraient expliquer ces résultats, comme la différence dans les stratégies de gating (gating booléen 

vs. gating en L), dans les cytomètres utilisés (FACSAria Fusion vs. LSRFortessa), les logiciels 

d’analyse (FlowJo vs. BD FACSDiva) et le format des plaques pour la stimulation (96 puits vs. 48 

puits). Comme tout essai fonctionnel, il y a également une faible variabilité intra-participant et 

inter-expérience (178). Avec l’échantillon répété à 30 reprises, nous avons montré la 

reproductibilité et la robustesse de l’essai. 

Perspectives 

L’épuisement des lymphocytes T CD8+ spécifiques au VIH a davantage été décrit que la 

dysfonction des lymphocytes T CD4+ spécifiques. Avec les cellules que nous avons triées, nous 

pourrons comparer les mécanismes de la dysfonction des cellules T CD4+ spécifiques au VIH à 

celle des cellules T CD8+. 

Les résultats obtenus pourront être validés avec des méthodes alternatives au séquençage. 

Les loci différentiellement méthylés pourront être analysés avec une combinaison de l’essai 

COBRA et de qPCR, tandis que les transcrits différentiellement exprimés pourront être validés 

avec des méthodes de cytométrie en flux, telles que le RNAflow-Fish. L’essai d’hypersensitivité à 

la DNAse I, utilisé auparavant par nos collaborateurs (232), pourrait être employé pour les régions 

différentiellement accessibles. Cette étape de validation permettrait également de tester si la 

déplétion d’un gène dont l’expression à la hausse ne serait pas rétablie avec le traitement ART, par 

exemple, peut contrer la dysfonction. Ce projet permettra donc d’identifier les mécanismes 

épigénétiques et transcriptionnels à l’origine de la dysfonction des lymphocytes T CD4+ 

spécifiques au VIH dans le contexte de l’infection chronique au VIH. L’identification de ces 

mécanismes pourrait conduire à la découverte de cibles médicamenteuses modifiant l’épigénome, 
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et donc, éventuellement d’inverser la dysfonction des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques au VIH 

pour permettre une meilleure élimination des réservoirs. 

Limites 

Une limite de notre étude en cours est l’utilisation d’un seul antigène du VIH, soit Gag, pour définir 

les cellules T spécifiques au VIH. Plusieurs études ont montré que le phénotype et la fonctionnalité 

des cellules T spécifiques au VIH variaient selon l’antigène (typiquement Gag, Pol, Env et Nef). 

Bien qu’elles aient seulement été réalisées dans les cellules T CD8+ spécifiques à un antigène, 

certaines ont montré que ces cellules produisaient des quantités différentes de cytokines dépendant 

de l’antigène du VIH et de la cohorte (233–236) et qu’il y avait de la variabilité intra-participant 

(237). Ainsi, les résultats que nous obtiendrons pourraient potentiellement être spécifiques à Gag 

uniquement. 

 Il s’agit également d’un essai fonctionnel. Puisque nous essayons d’étudier la dysfonction 

des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques au VIH, il se peut qu’une cellule épuisée ou 

dysfonctionnelle, nos cellules d’intérêts, qui ne produit pas de cytokines ou qui n’augmentera pas 

l’expression de ces marqueurs d’activation demeurera indétectée. Pour éviter les limites posées par 

un essai fonctionnel, nous pourrions réaliser un essai de tétramères, mais qui serait limité à un 

faible nombre de complexes peptide-CMH, avec des réponses beaucoup plus faibles et qui est 

difficile à utiliser chez les cellules T CD4+. Bien que >66,6% de ce que nous avons trié est considéré 

comme « spécifique », nous ne connaissons pas la proportion de la dysfonction observée qui est 

spécifique au VIH, puisque nous n’avons pas de contrôle aspécifique. Finalement, nous n’avons 

multiplexé que l’essai AIM pour les lymphocytes T CD4+. Même si nos données montrent que le 

multiplexage n’est pas bénéfique pour la détection des lymphocytes T CD8+ spécifiques à un 

antigène, une petite proportion de cellules T CD8+ spécifiques pourrait avoir été manquée lors des 

tris. 
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5.3 L’importance des méthodes pour caractériser les réservoirs et les 

réponses T spécifiques au VIH 

Plusieurs méthodes, basées ou non sur le séquençage, permettent de qualifier l’intégrité des 

réservoirs à différents niveaux. Une mauvaise classification des provirus peut surestimer la 

proportion de génomes intacts contribuant au rebond viral. De ce fait, des provirus défectueux 

classifiés inexactement comme intacts ne seraient pas éliminés et cela pourrait sous-estimer 

l’efficacité des stratégies d’éradication (238). Une mauvaise classification des génomes dits 

« défectueux » pourrait aussi sous-estimer des provirus fonctionnellement compétents pour la 

transcription (42), la traduction (90) et possiblement pour la réplication. 

Les génomes intacts ont principalement été étudiés, dû à leur potentiel d’être compétents 

pour la réplication. Cependant, une étude récemment publiée par Dubé et al. montre l’existence de 

production spontanée de courts transcrits d’ARN viral et, dans des rares cas, de protéines virales 

chez des participants sous traitement ART suppressif, ce qui maintiendrait l’activation chronique 

des réponses T spécifiques au VIH (42). Tous les génomes étudiés étaient pourtant défectueux. 

Une proportion de génomes viraux défectueux peut également présenter des antigènes du VIH à la 

surface des cellules T, malgré le fait qu’ils soient incapables de produire des virions infectieux, et 

être reconnus par les cellules T CD8+ spécifiques au VIH pour engendrer une réponse cytotoxique 

(215). Ces résultats sont en accord avec plusieurs études soulignant désormais l’importance 

biologique des provirus défectueux et malgré tout, incompétents pour la réplication (239–241).  

 Similairement à l’étude de Dubé et al. (42), des résultats récents suggèrent que les cellules 

transcriptionnellement actives maintiennent la réponse active des cellules T CD8+ spécifiques au 

VIH (41). Ces deux études suggèrent que les réservoirs engagent les cellules T spécifiques à « un 

jeu de la taupe », qui maintiendrait l’activation chronique des réponses immunitaires (242). À son 

tour, l’activation chronique persistante de la réponse T entraînerait la dysfonction des cellules T 

CD4+ et T CD8+ spécifiques au VIH. 

 Considérant l’étroite relation qu’entretient le virus avec le système immunitaire de l’hôte, 

il est crucial de continuer d’améliorer nos méthodes pour la quantification et la qualification des 

provirus intacts et défectueux, ainsi que des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques au VIH. Une 
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meilleure étude des réponses T immunitaires spécifiques au VIH permettrait d’identifier les 

mécanismes impliqués dans leur dysfonction et, éventuellement, de les inverser et d’améliorer leur 

fonctionnalité et leur efficacité. À son tour, cette amélioration pourrait être combinée avec une 

meilleure classification des provirus. Ensemble, ils pourraient aider à cibler les antigènes exprimés 

par ces provirus, facilitant leur élimination par le système immunitaire et, de ce fait, l’élimination 

de la virémie résiduelle et une diminution de l’inflammation chronique. 
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Annexes 

Annexe 1. Example d’un fichier « Analyzed_QCTool.csv » produit à 

partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

SeqName StopCodons stop_comments IncompleteCodons Hypermutation 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 0  1 NotDetected 
PWH3_L1p1_B4_C0_392 1 Pol 0 NotDetected 
PWH3_L1p1_B5_C0_422 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p1_C6_C0_390 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p1_D8_C0_366 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p1_D9_C0_436 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p1_E10_C0_430 1 Pol 2 NotDetected 
PWH3_L1p1_E12_C0_413 3 Tat, Tat2, Nef 4 NotDetected 
PWH3_L1p1_F3_C0_418 2 Tat, Tat2 5 NotDetected 
PWH3_L1p1_F7_C0_350 1 Pol 0 NotDetected 
PWH3_L1p1_G1_C0_430 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p1_G3_C0_365 1 Pol 3 NotDetected 
PWH3_L1p1_H7_C0_263 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_A10_C0_42 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_B10_C0_371 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_C11_C0_329 1 Pol 2 NotDetected 
PWH3_L1p2_C2_C0_366 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_C8_C0_432 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_D12_C0_394 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_D3_C0_399 0  0 NotDetected 

PWH3_L1p2_F2_C0_412 12 
Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Tat1, 
Tat2, Rev, Rev2, Vpu, Env, Nef 5 Possible 

PWH3_L1p2_G5_C0_392 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_H12_C0_390 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p2_H4_C0_378 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p3_A5_C0_417 0  0 NotDetected 
PWH3_L1p3_B11_C0_402 0  0 NotDetected 
PWH5_L2p1_A10_C0_341 0  0 NotDetected 
PWH5_L2p1_B4_C0_391 0  2 NotDetected 
PWH5_L2p1_B7_C0_325 0  0 NotDetected 
PWH5_L2p1_C10_C0_473 3 Pol, Tat, Tat2 4 NotDetected 
PWH5_L2p1_C12_PCR2_C12_C0_440 2 Tat, Tat2 5 NotDetected 
PWH5_L2p1_C6_PCR2_C6_C0_474 1 Gag 1 NotDetected 
PWH5_L2p2_D10_C0_432 2 Tat, Tat2 4 NotDetected 
PWH5_L2p2_E10_C0_386 0  0 NotDetected 
PWH5_L2p2_E3_C0_463 2 Tat, Tat2 4 NotDetected 
PWH5_L2p2_E9_PCR2_E9_C0_454 2 Tat, Tat2 4 NotDetected 
PWH5_L2p2_F6_C0_290 0  0 NotDetected 
PWH5_L2p3_A9_PCR2_G9_C0_455 0  0 NotDetected 
PWH9_L3p1_A2_C0_434 0  1 NotDetected 
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Annexe 2. Example d’un fichier « Analyzed_GeneCutter.csv » 

produit à partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

Name start_codon stop_codon 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 Gag   
PWH3_L1p1_B4_C0_392 Gag Pol, Nef 
PWH3_L1p1_B5_C0_422 Gag Nef 
PWH3_L1p1_C6_C0_390 Gag Nef 
PWH3_L1p1_D8_C0_366 Gag Nef 
PWH3_L1p1_D9_C0_436 Gag Nef 
PWH3_L1p1_E10_C0_430 Gag Pol, Nef 
PWH3_L1p1_E12_C0_413 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2, Nef 
PWH3_L1p1_F3_C0_418 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2 
PWH3_L1p1_F7_C0_350 Gag Pol, Nef 
PWH3_L1p1_G1_C0_430 Gag   
PWH3_L1p1_G3_C0_365 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env Pol, Nef 
PWH3_L1p1_H7_C0_263 Gag Nef 
PWH3_L1p2_A10_C0_42 Gag Nef 
PWH3_L1p2_B10_C0_371 Gag Nef 
PWH3_L1p2_C11_C0_329 Gag Pol, Nef 
PWH3_L1p2_C2_C0_366 Gag, Vif   
PWH3_L1p2_C8_C0_432 Gag Nef 
PWH3_L1p2_D12_C0_394 Gag Nef 
PWH3_L1p2_D3_C0_399 Gag, Nef Pol, Nef 

PWH3_L1p2_F2_C0_412 Rev, Vpu 
Gag, Pol, Vif, Vpr, Tat, Tat1, Tat2, Rev, 
Rev2, Vpu, Env, Nef 

PWH3_L1p2_G5_C0_392 Gag Nef 
PWH3_L1p2_H12_C0_390 Gag   
PWH3_L1p2_H4_C0_378 Gag Nef 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 Gag Nef 
PWH3_L1p3_A5_C0_417 Gag Nef 
PWH3_L1p3_B11_C0_402 Gag Nef 
PWH5_L2p1_A10_C0_341 Gag   
PWH5_L2p1_B4_C0_391 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env  
PWH5_L2p1_B7_C0_325 Gag   
PWH5_L2p1_C10_C0_473 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Pol, Tat, Tat2 
PWH5_L2p1_C12_PCR2_C12_C0_440 Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2 
PWH5_L2p1_C6_PCR2_C6_C0_474 Gag Gag 
PWH5_L2p2_D10_C0_432 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2 
PWH5_L2p2_E10_C0_386 Gag   
PWH5_L2p2_E3_C0_463 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2 
PWH5_L2p2_E9_PCR2_E9_C0_454 Gag, Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu, Env, Nef Tat, Tat2 
PWH5_L2p2_F6_C0_290 Gag   
PWH5_L2p3_A9_PCR2_G9_C0_455 Gag, Nef   
PWH9_L3p1_A2_C0_434 Gag, Nef Nef 
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Annexe 3. Example d’un fichier « Analyzed_ProseqIT.csv » produit à 

partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

Name seq_length Large_inter_delet Psi_defects Psi_defects_comments Gag_defects 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 2053 1 0  0 
PWH3_L1p1_B4_C0_392 4688 1 0  0 
PWH3_L1p1_B5_C0_422 1804 1 0  1 
PWH3_L1p1_C6_C0_390 2821 1 0  0 
PWH3_L1p1_D8_C0_366 4634 1 0  0 
PWH3_L1p1_D9_C0_436 2355 1 0  0 
PWH3_L1p1_E10_C0_430 4939 1 0  1 

PWH3_L1p1_E12_C0_413 8927 0 1 
msd_status, 
package_deletion 0 

PWH3_L1p1_F3_C0_418 6539 1 0  0 
PWH3_L1p1_F7_C0_350 4688 1 0  0 
PWH3_L1p1_G1_C0_430 2797 1 0  0 
PWH3_L1p1_G3_C0_365 7006 1 0  0 
PWH3_L1p1_H7_C0_263 2337 1 0  0 
PWH3_L1p2_A10_C0_42 4694 1 0  0 
PWH3_L1p2_B10_C0_371 5030 1 0  0 
PWH3_L1p2_C11_C0_329 4939 1 0  1 
PWH3_L1p2_C2_C0_366 4736 1 0  0 
PWH3_L1p2_C8_C0_432 4693 1 0  0 
PWH3_L1p2_D12_C0_394 4693 1 0  0 
PWH3_L1p2_D3_C0_399 5050 1 0  0 
PWH3_L1p2_F2_C0_412 8960 0 0  1 
PWH3_L1p2_G5_C0_392 3140 1 0  0 
PWH3_L1p2_H12_C0_390 1336 1 0  1 
PWH3_L1p2_H4_C0_378 4693 1 0  0 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 4693 1 0  0 
PWH3_L1p3_A5_C0_417 4694 1 0  0 
PWH3_L1p3_B11_C0_402 4965 1 0  0 
PWH5_L2p1_A10_C0_341 4160 1 0  0 
PWH5_L2p1_B4_C0_391 7400 1 0  0 
PWH5_L2p1_B7_C0_325 2772 1 0  0 

PWH5_L2p1_C10_C0_473 8989 0 1 
msd_status, 
package_deletion 0 

PWH5_L2p1_C12_PCR2_C12
_C0_440 8915 0 1 

msd_status, 
package_deletion 1 

PWH5_L2p1_C6_PCR2_C6_C
0_474 1408 1 0  1 

PWH5_L2p2_D10_C0_432 8909 0 1 
msd_status, 
package_deletion 0 

PWH5_L2p2_E10_C0_386 2899 1 0  0 

PWH5_L2p2_E3_C0_463 8997 0 1 
msd_status, 
package_deletion 0 

PWH5_L2p2_E9_PCR2_E9_C
0_454 8909 0 1 

msd_status, 
package_deletion 0 

PWH5_L2p2_F6_C0_290 1399 1 0  1 
PWH5_L2p3_A9_PCR2_G9_C
0_455 1953 1 0  1 
PWH9_L3p1_A2_C0_434 2568 1 0  1 
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Gag_defects_comments Pol_defects Pol_defects_comments Vif_defects Vif_defects_comments 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

 1 

pol_deletion, 
pol_frameshift, 
pol_stop_codon 1 StartCodon, vif_deletion 

gag_deletion 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

gag_frameshift 1 

pol_deletion, 
pol_frameshift, 
pol_stop_codon 1 StartCodon, vif_deletion 

 0  0  

 1 
pol_deletion, 
pol_frameshift 0  

 1 

pol_deletion, 
pol_frameshift, 
pol_stop_codon 1 StartCodon, vif_deletion 

 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

 1 
pol_frameshift, 
pol_stop_codon 0  

 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

gag_frameshift 1 

pol_deletion, 
pol_frameshift, 
pol_stop_codon 1 StartCodon, vif_deletion 

 0  1 vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

 1 
pol_deletion, 
pol_stop_codon 1 StartCodon, vif_deletion 

StartCodon, gag_stop_codon 1 
gag_start_codon, 
pol_stop_codon 1 

StartCodon, 
vif_frameshift, 
vif_stop_codon 

 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
gag_deletion 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 0  0  
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 1 pol_stop_codon 0  
StartCodon, U5_gag_pair_R2_deletion, 
2base_before_gag_status, gag_frameshift 1 gag_start_codon 0  
gag_deletion, gag_frameshift, 
gag_stop_codon 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 0  0  
 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
 0  0  
 0  0  
gag_deletion 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
gag_deletion 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 
gag_deletion 1 pol_deletion 1 StartCodon, vif_deletion 

 
  



164 

Vpr_defects Vpr_defects_comments Tat_defects Tat_defects_comments Rev_defects Rev_defects_comments 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 

1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 
StartCodon, rev_deletion, 
rev_frameshift 

0  1 tat2_stop_codon 0  
0  1 tat2_stop_codon 0  
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
0  1 tat_deletion 1 rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 

1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 
StartCodon, rev_deletion, 
rev_frameshift 

1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 

1 
StartCodon, 
vpr_stop_codon 1 

StartCodon, 
tat1_stop_codon, 
tat2_stop_codon 1 rev_stop_codon 

1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
0  1 tat_deletion 1 rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
0  1 tat2_stop_codon 0  
0  1 tat2_stop_codon 0  
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
0  1 tat2_stop_codon 0  
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
0  1 tat2_stop_codon 0  
0  1 tat2_stop_codon 0  
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 
1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 StartCodon, rev_deletion 

1 StartCodon, vpr_deletion 1 StartCodon, tat_deletion 1 
StartCodon, rev_deletion, 
rev_frameshift 
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Vpu_defects Vpu_defects_comments Nef_defects Nef_defects_comments 

1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_stop_codon 
0  1 nef_stop_codon 
0  1 nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
0  1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 nef_stop_codon 
1 vpu_stop_codon 1 StartCodon, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion, nef_frameshift, nef_stop_codon 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
0  1 StartCodon, nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
0  0  
0  0  
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
0  0  
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
0  0  
0  0  
1 StartCodon, vpu_deletion 1 StartCodon, nef_deletion 
1 StartCodon, vpu_deletion 0  
1 StartCodon, vpu_deletion 1 nef_stop_codon 
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Env_defects Env_defects_comments rre_status 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion, env_frameshift 1 
0  0 
0  0 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion, env_frameshift 1 
1 env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion, env_frameshift 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion, env_frameshift 1 
1 StartCodon, env_stop_codon 0 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
0  0 
0  0 
1 StartCodon, env_deletion 1 
0  0 
1 StartCodon, env_deletion 1 
0  0 
0  0 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion 1 
1 StartCodon, env_deletion, env_frameshift 1 

 

  



167 

Annexe 4. Example d’un fichier « intactness_detailedsummary.csv » 

produit à partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

Name intactness n_main_defects main_defect defects_comments 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH3_L1p1_B4_C0_392 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p1_B5_C0_422 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p1_C6_C0_390 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p1_D8_C0_366 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p1_D9_C0_436 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH3_L1p1_E10_C0_430 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p1_E12_C0_413 defective 1 psi_defects psi_defects 

PWH3_L1p1_F3_C0_418 defective 3 inversions 
inversions, large_intern_delet, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p1_F7_C0_350 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p1_G1_C0_430 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH3_L1p1_G3_C0_365 defective 4 inversions 
inversions, large_intern_delet, 
stop_codon, small_intern_delet 

PWH3_L1p1_H7_C0_263 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_A10_C0_42 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_B10_C0_371 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH3_L1p2_C11_C0_329 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p2_C2_C0_366 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_C8_C0_432 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_D12_C0_394 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH3_L1p2_D3_C0_399 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p2_F2_C0_412 defective 3 hypermutations 
hypermutations, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH3_L1p2_G5_C0_392 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_H12_C0_390 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p2_H4_C0_378 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p3_A5_C0_417 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH3_L1p3_B11_C0_402 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH5_L2p1_A10_C0_341 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH5_L2p1_B4_C0_391 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH5_L2p1_B7_C0_325 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 

PWH5_L2p1_C10_C0_473 defective 3 stop_codon 
stop_codon, psi_defects, 
small_intern_delet 

PWH5_L2p1_C12_PCR2_C12_C0_440 defective 2 psi_defects psi_defects, small_intern_delet 

PWH5_L2p1_C6_PCR2_C6_C0_474 defective 3 large_intern_delet 
large_intern_delet, stop_codon, 
small_intern_delet 

PWH5_L2p2_D10_C0_432 defective 1 psi_defects psi_defects 
PWH5_L2p2_E10_C0_386 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH5_L2p2_E3_C0_463 defective 1 psi_defects psi_defects 
PWH5_L2p2_E9_PCR2_E9_C0_454 defective 1 psi_defects psi_defects 
PWH5_L2p2_F6_C0_290 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH5_L2p3_A9_PCR2_G9_C0_455 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
PWH9_L3p1_A2_C0_434 defective 2 large_intern_delet large_intern_delet, small_intern_delet 
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seq_length inversions hypermutations large_intern_delet stop_codon psi_defects small_intern_delet 
2053 0 0 1 0 0 1 
4688 0 0 1 1 0 1 
1804 0 0 1 0 0 1 
2821 0 0 1 0 0 1 
4634 0 0 1 0 0 1 
2355 0 0 1 0 0 1 
4939 0 0 1 1 0 1 
8927 0 0 0 0 1 0 
6539 1 0 1 0 0 1 
4688 0 0 1 1 0 1 
2797 0 0 1 0 0 1 
7006 1 0 1 1 0 1 
2337 0 0 1 0 0 1 
4694 0 0 1 0 0 1 
5030 0 0 1 0 0 1 
4939 0 0 1 1 0 1 
4736 0 0 1 0 0 1 
4693 0 0 1 0 0 1 
4693 0 0 1 0 0 1 
5050 0 0 1 1 0 1 
8960 0 1 0 1 0 1 
3140 0 0 1 0 0 1 
1336 0 0 1 0 0 1 
4693 0 0 1 0 0 1 
4693 0 0 1 0 0 1 
4694 0 0 1 0 0 1 
4965 0 0 1 0 0 1 
4160 0 0 1 0 0 1 
7400 0 0 1 0 0 1 
2772 0 0 1 0 0 1 
8989 0 0 0 1 1 1 
8915 0 0 0 0 1 1 
1408 0 0 1 1 0 1 
8909 0 0 0 0 1 0 
2899 0 0 1 0 0 1 
8997 0 0 0 0 1 0 
8909 0 0 0 0 1 0 
1399 0 0 1 0 0 1 
1953 0 0 1 0 0 1 
2568 0 0 1 0 0 1 
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n_small_inter_delet Gag_defects Pol_defects Vif_defects Vpr_defects Tat_defects Rev_defects Vpu_defects 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 
2 0 0 0 0 1 0 0 
3 0 1 0 0 1 0 0 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
6 0 1 0 0 1 1 0 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 
8 0 0 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 1 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
9 0 1 1 1 1 1 1 
5 0 0 0 0 1 1 0 
9 0 1 1 1 1 1 1 
2 0 1 0 0 1 0 0 
3 1 1 0 0 1 0 0 

10 1 1 1 1 1 1 1 
1 0 0 0 0 1 0 0 
9 0 1 1 1 1 1 1 
1 0 0 0 0 1 0 0 
1 0 0 0 0 1 0 0 

10 1 1 1 1 1 1 1 
9 1 1 1 1 1 1 1 

10 1 1 1 1 1 1 1 
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Nef_defects Env_defects rre_status 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 0 0 
1 0 0 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 0 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
0 0 0 
0 0 0 
1 1 1 
0 0 0 
1 1 1 
0 0 0 
0 0 0 
1 1 1 
0 1 1 
1 1 1 
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Annexe 5. Example d’un fichier « intactness_summary.csv » produit 

à partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

Name intactness seq_length n_main_defects  inversions hypermutations 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 defective 2053 2  0 0 
PWH3_L1p1_B4_C0_392 defective 4688 3  0 0 
PWH3_L1p1_B5_C0_422 defective 1804 2  0 0 
PWH3_L1p1_C6_C0_390 defective 2821 2  0 0 
PWH3_L1p1_D8_C0_366 defective 4634 2  0 0 
PWH3_L1p1_D9_C0_436 defective 2355 2  0 0 
PWH3_L1p1_E10_C0_430 defective 4939 3  0 0 
PWH3_L1p1_E12_C0_413 defective 8927 1  0 0 
PWH3_L1p1_F3_C0_418 defective 6539 3  1 0 
PWH3_L1p1_F7_C0_350 defective 4688 3  0 0 
PWH3_L1p1_G1_C0_430 defective 2797 2  0 0 
PWH3_L1p1_G3_C0_365 defective 7006 4  1 0 
PWH3_L1p1_H7_C0_263 defective 2337 2  0 0 
PWH3_L1p2_A10_C0_42 defective 4694 2  0 0 
PWH3_L1p2_B10_C0_371 defective 5030 2  0 0 
PWH3_L1p2_C11_C0_329 defective 4939 3  0 0 
PWH3_L1p2_C2_C0_366 defective 4736 2  0 0 
PWH3_L1p2_C8_C0_432 defective 4693 2  0 0 
PWH3_L1p2_D12_C0_394 defective 4693 2  0 0 
PWH3_L1p2_D3_C0_399 defective 5050 3  0 0 
PWH3_L1p2_F2_C0_412 defective 8960 3  0 1 
PWH3_L1p2_G5_C0_392 defective 3140 2  0 0 
PWH3_L1p2_H12_C0_390 defective 1336 2  0 0 
PWH3_L1p2_H4_C0_378 defective 4693 2  0 0 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 defective 4693 2  0 0 
PWH3_L1p3_A5_C0_417 defective 4694 2  0 0 
PWH3_L1p3_B11_C0_402 defective 4965 2  0 0 
PWH5_L2p1_A10_C0_341 defective 4160 2  0 0 
PWH5_L2p1_B4_C0_391 defective 7400 2  0 0 
PWH5_L2p1_B7_C0_325 defective 2772 2  0 0 
PWH5_L2p1_C10_C0_473 defective 8989 3  0 0 
PWH5_L2p1_C12_PCR2_C12_C0_440 defective 8915 2  0 0 
PWH5_L2p1_C6_PCR2_C6_C0_474 defective 1408 3  0 0 
PWH5_L2p2_D10_C0_432 defective 8909 1  0 0 
PWH5_L2p2_E10_C0_386 defective 2899 2  0 0 
PWH5_L2p2_E3_C0_463 defective 8997 1  0 0 
PWH5_L2p2_E9_PCR2_E9_C0_454 defective 8909 1  0 0 
PWH5_L2p2_F6_C0_290 defective 1399 2  0 0 
PWH5_L2p3_A9_PCR2_G9_C0_455 defective 1953 2  0 0 
PWH9_L3p1_A2_C0_434 defective 2568 2  0 0 
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large_intern_delet stop_codon psi_defects small_intern_delet  Gag_defects Pol_defects Vif_defects 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
0 0 1 0  0 0 0 
0 0 0 0  0 1 0 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
0 0 0 0  0 1 0 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  0 0 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
0 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 1 1 
1 0 0 0  0 0 0 
1 0 0 0  0 1 1 
0 1 0 0  0 1 0 
0 0 1 0  1 1 0 
1 0 0 0  1 1 1 
0 0 1 0  0 0 0 
1 0 0 0  0 1 1 
0 0 1 0  0 0 0 
0 0 1 0  0 0 0 
1 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
1 0 0 0  1 1 1 
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Vpr_defects Tat_defects Rev_defects Vpu_defects Nef_defects Env_defects rre_status 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 0 0 1 0 0 
0 1 0 0 1 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 1 0 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 0 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 1 0 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 0 0 0 0 0 
0 1 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 
0 1 0 0 0 0 0 
0 1 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 0 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
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Annexe 6. Example d’un fichier « PWH3_ClonalityAnalysis.csv » 

produit à partir du jeu de données de Dubé et al. (2023) 

unique_sequence nclones clones npotential_clones potential_clones 
PWH3_L1p1_A6_C0_433 0  0  
PWH3_L1p1_B4_C0_392 1 PWH3_L1p1_F7_C0_350 0  
PWH3_L1p1_B5_C0_422 0  0  
PWH3_L1p1_C6_C0_390 0  0  
PWH3_L1p1_D8_C0_366 0  0  
PWH3_L1p1_D9_C0_436 0  0  
PWH3_L1p1_E10_C0_430 1 PWH3_L1p2_C11_C0_329 0  
PWH3_L1p1_E12_C0_413 0  0  
PWH3_L1p1_F3_C0_418 0  0  
PWH3_L1p1_G1_C0_430 0  0  
PWH3_L1p1_G3_C0_365 0  0  
PWH3_L1p1_H7_C0_263 0  0  
PWH3_L1p2_A10_C0_42 0  0  
PWH3_L1p2_B10_C0_371 0  0  
PWH3_L1p2_C2_C0_366 0  0  
PWH3_L1p2_C8_C0_432 0  0  

PWH3_L1p2_D12_C0_394 2 
PWH3_L1p2_H4_C0_378, 
PWH3_L1p3_A3_C0_418 0  

PWH3_L1p2_D3_C0_399 0  0  
PWH3_L1p2_F2_C0_412 0  0  
PWH3_L1p2_G5_C0_392 0  0  
PWH3_L1p2_H12_C0_390 0  0  
PWH3_L1p3_A5_C0_417 0  0  
PWH3_L1p3_B11_C0_402 0  0  
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Annexe 7. Tableaux supplémentaires de la section 4.3 « Methods » 

Table 4.3.S1 – Clinical characteristics of the study participants.a 

 Elite controllers  
n = 12 

Pre-ART participants 
n = 12 

Post-ART participants 
n = 12 

Age 
Age (years old) 49 (44 – 57.5) 38 (32 – 40.5) 40.5 (35 – 42.25) 
Sex 
Male 8 (67%) 11 (92%) 11 (92%) 
Female 4 (33%) 1 (8%) 1 (8%) 
HIV infection 
Duration of infection (yrs) 16.71 (6.15 – 19.1) 0.4 (0.19 – 6.01) 3.28 (2.45 – 7.84) 
Time before ART (yrs) N/A N/A 0.90 (0.50 – 6.69) 
Time on ART (yrs) N/A N/A 1.25 (1.15 – 2.13) 
CD4 counts 646 (597.75 – 690) 446 (315 – 688.25) 655 (561.5 – 731.25) 
CD8 counts 589.5 (466.25 – 848.75) 967 (686.5 – 1463.5) 715 (498.75 – 957.75) 
CD4/CD8 ratio 1.13 (0.86 – 1.26) 0.52 (0.29 – 0.82) 1.16 (0.58 – 1.39) 
Log VL (copies/mL) <1.70 4.56 (3.84 – 5.00) <1.60 
CMV infection 
Positive 7 (58%) 12 (100%) 12 (100%) 
Negative N/A 0 (0%) 0 (0%) 
Missing information 5 (42%) N/A N/A 

 
a Values displayed are medians. Interquartile ranges (continuous variables) or percentages 

(categorical variables) are shown in parentheses. 
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Table 4.3.S2 – Flow cytometry antibody staining panel for the activation-induced marker 

(AIM) assays. 

Marker – Fluorophore Clone Source Identifier 
CD4 – Alexa Fluor 488 RPA-T4 BD Biosciences Cat#557695; 

Lot: 3326999; 
RRID: AB_396804 

CD8 – APC-Fire 750 SK1 Biolegend Cat#344746; 
Lot: B359145; 

RRID: AB_2572095 
CD14 – BV510 MφP9 BD Biosciences Cat#563079; 

Lot: 3240065; 
RRID: AB_2737993 

CD16 – BV510 3G8 BD Biosciences Cat#563830; 
Lot: 3124250; 

RRID: AB_2938676 
CD19 – BV510 H1B19 Biolegend Cat#302242; 

Lot: B399472; 
RRID: AB_2561668 

CD69 – PerCP-eFluor 710 FN50 eBioscience Cat#46-0699-42; Lot: 
2778230, 2823740; 

RRID: AB_2573694 
CD134 (OX40) – APC ACT35 BD Biosciences Cat#563473; 

Lot: 3131767; 
RRID: AB_2738230 

CD137 (4-1BB) – PE 4B4-1 Biolegend Cat#309804; 
Lot: B367290; 

RRID: AB_314783 
CD279 (PD1) – BV421 EH12.2H7 Biolegend Cat#329920; 

Lot: B398160; 
RRID: AB_10960742 

LIVE/DEAD Fixable dead cell N/A Thermo Fisher Scientific Cat#L34966 
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Annexe 8. Figures et tableaux supplémentaires de la section 4.4 

« Results » 
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Figure 4.4.S1 – Characterization of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells in ECs and pre- and post-ART 

participants. Related to Figure 4.4.1. (A) Representative upstream generic gating. (B) FACS plots 

depicting the strategies to identify Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells. A DMSO-treated (unstimulated) 

condition and a Staphylococcus enterotoxin B (SEB)-treated condition served, respectively, as negative and 

positive controls. For simplicity, the example focuses on the HIV Gag stimulation. (C and D) Raw 

frequencies of AIM+ (C) CD4+ and (D) CD8+ T cell responses following an ex vivo 15 h stimulation of 

PBMCs with a pool of HIV Gag, Pol, Envelope (Env), Nef, or HCMVA pp65 peptides. PBMCs were left 

unstimulated as a control (clear dots). The AIM assay was performed on a cohort of elite controllers (EC; 

blue) and a cohort of pre- (orange) and post- (purple) ART participants. Wilcoxon tests are shown. Circles 

represent CD4+ responses detected with the Boolean OR gating strategy, while squares represent CD8+ T 

cells detected with the CD69+4-1BB+ pair. n = 12 ECs and n = 12 pre- and post-ART participants. 
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Figure 4.4.S2 – Live sorting of Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells in ECs and pre- and post-ART 

participants. Related to Figure 4.4.2. (A) FACS plots depicting the L gating strategy to sort Ag-specific 

CD4+ T cells. A DMSO-treated (unstimulated) condition and a Staphylococcus enterotoxin B (SEB)-treated 

condition served, respectively, as negative and positive controls. For simplicity, the example focuses on the 

HIV Gag stimulation. For both CD69+ and 4-1BB+/OX40+ cells, values shown are expressed in percentages 

of CD4+ T cells. (B) Proportion of L gating-sorted CD4+ T cells detected by standard AIM pairs. (C) 
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Comparison between the net Ag-specific CD4+ T cell responses detected by the Boolean OR gating vs. the 

L gating. Wilcoxon tests are shown. For simplicity, the example focuses on Gag responses. (D) Raw and 

(E) net frequencies of sorted AIM+ CD4+ and CD8+ T cell responses in elite controllers (blue), pre-ART 

(orange), and post-ART (purple) participants, following an ex vivo 15 h stimulation of PBMCs with a pool 

of HCVMA pp65 peptides. PBMCs were left unstimulated as a control (grey bars). (D) Wilcoxon tests and 

(E) Kruskal-Wallis tests with Dunn’s correction are shown. (F) Proportion of background in the CMV-

stimulated condition. The Ag-stimulated conditions are normalized to 100% to better represent the 

autologous unstimulated signal. Light colors represent the total of stimulated cells; dark colors represent the 

background. (G) Raw AIM+ CMV-stimulated CD4+ and CD8+ T cell responses of a single participant 

repeated at every sort. Coefficients of variation (CV) are shown above the graph. n = 30 sorts. (C – G), 

circles represent CD4+ responses detected with the Boolean OR gating strategy, triangles represent CD4+ 

responses detected with the L gating strategy, and squares represent CD8+ T cells detected with the CD69+4-

1BB+ pair. n = 12 ECs and n = 12 pre- and post-ART participants. 
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Figure 4.4.S3 –Summary of CMV pp65-specific CD4+ and CD8+ T cells sorted in ECs and pre- and 

post-ART participants. Related to Figure 4.4.3. Each colour represents the cells sorted for the different 

assays: green for the RNA-Seq, blue for the RRBS, and yellow for the ATAC-Seq. n = 12 ECs and n = 12 

pre- and post-ART participants. RNA-Seq: RNA sequencing; RRBS: Reduced representation bisulfite 

sequencing; ATAC-Seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing. 
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Figure 4.4.S4 – Quality control of the sorted cells. Related to Figure 4.4.4. Mapping statistics of the (A) 

RNA-Seq and (B) ATAC-Seq data. Number of (C) MACS peaks and (D) FRIP scores for the quality control 

of the ATAC-Seq data. (E) Examples of the manual assessment done on the Beta-actin (ATCB) gene. Peaks 

represent regions with enriched accessible chromatin. (A and B), blue, black, and green bars represent, 

respectively, the duplicated, unmapped, and unique reads. (A – D), n = 52 samples for each assay. All the 

graphs have been provided by the laboratory of Dr. Boss (Emory University, Atlanta, USA). RNA-Seq: 

RNA sequencing; RRBS: Reduced representation bisulfite sequencing; ATAC-Seq: Assay for transposase-

accessible chromatin using sequencing. 
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Table 4.4.S1 – Number of cells sorted per participant. Samples from a single participant with 

high CMV responses (identified as “repeated participant”) were repeated at every sort. n = 12 ECs,           

n = 12 pre- and post-ART participants, and n = 30 samples from the repeated participant. 

Participant Specificity 
RNA DNA Tagmentation 

CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ 
EC 1 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 2 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 3 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 4 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 5 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 6 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 7,222 10,000 
EC 7 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 8 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 9 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 10 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 11 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 N/Ad 
EC 12 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 1 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 2 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 3 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 4 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 5 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 6 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 7 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 8 HIV Gag 2,000 N/Aa 2,000 N/Aa 10,000 N/Aa 
Pre-ART 9 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 10 HIV Gag N/Aa 2,000 N/Aa 2,000 N/Aa 10,000 
Pre-ART 11 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 8,349 10,000 
Pre-ART 12 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Ad 10,000 
Post-ART 1 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 2 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 5,524 
Post-ART 3 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 4 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 7,544 
Post-ART 5 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 6 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 7 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 8 HIV Gag N/Aa N/Aa N/Aa N/Aa N/Aa N/Aa 
Post-ART 9 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 10 HIV Gag 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 11 HIV Gag 2,000 N/Aa 2,000 N/Aa 10,000 N/Aa 
Post-ART 12 HIV Gag 2,000 2,000 1,686 2,000 10,000 10,000 
EC 1 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 2 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 3 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 4 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 5 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 6 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 



184 

EC 7 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 8 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 9 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 10 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
EC 11 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 N/Ad 
EC 12 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 1 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 2 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 3 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 4 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Aa N/Aa 
Pre-ART 5 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 6 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 7,055 
Pre-ART 7 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 8 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Aa N/Aa 
Pre-ART 9 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 10 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Ab N/Aa 
Pre-ART 11 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Pre-ART 12 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Ab 10,000 
Post-ART 1 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 2 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 8,318 
Post-ART 3 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 9,077 10,000 
Post-ART 4 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 NAa 8,352 
Post-ART 5 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 6 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 6,420 
Post-ART 7 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 8 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Aa N/Aa 
Post-ART 9 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 10 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Aa N/Aa 
Post-ART 11 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 N/Ab 
Post-ART 12 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Post-ART 10 Unstimulated 2,000 2,000 2,000 2,000 N/A N/A 
Repeated participant 1 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 2 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 3 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 4 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 5 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 6 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 7 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 8 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 9 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 8,344 10,000 
Repeated participant 10 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 11 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 12 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 13 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 14 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 15 CMV pp65 2,000 N/Ac 2,000 N/Ac 10,000 N/Ac 
Repeated participant 16 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 17 CMV pp65 N/Ac N/Ac N/Ac N/Ac 10,000 10,000 
Repeated participant 18 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 7,131 10,000 
Repeated participant 19 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
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Repeated participant 20 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Ac N/Ac 
Repeated participant 21 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 22 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 23 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 N/Ac 10,000 
Repeated participant 24 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 
Repeated participant 25 CMV pp65 N/Ac N/Ac N/Ac N/Ac 10,000 10,000 
Repeated participant 26 CMV pp65 N/Ac N/Ac N/Ac N/Ac N/Ac 10,000 
Repeated participant 27 CMV pp65 2,000 2,000 2,000 2,000 10,000 10,000 

 
a Cells were not sorted due to a high proportion of background (>33.3%), either during the sort or 

as seen in the screening. 
b CMV-specific cells were omitted as HIV-specific cells, our primary focus, were not sorted. 
c CMV-specific cells of the repeated participant were omitted, as HIV- and/or CMV-specific cells 

of the participant of interest were not sorted. 
d Will not be sorted. Not enough vials left. 
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Annexe 9. Contribution de la candidate à des manuscrits 

supplémentaires 

Dans le cadre de cette maîtrise, j’ai effectué les analyses non-supervisées des manuscrits suivants : 

• Shaaban Kabakibo, T., Arnold, E., Padhan, K., Lemieux, A., Delgado, G.G., Routy, J.-P., 
Shoukry, N., Dubé, M., & Kaufmann, D.E. An artificial antigen-presenting cell system 
reveals CD28 co-stimulation’s role in modulating T cell effector functions during HIV 
infection. En révision. 

• Nayrac, M., Lemieux, A., Brassard, N., Trifone, C., Fromentin, R., Sannier, G., Nekorchuk, 
M., Busman-Sahay, K., Terry, M., Paiardini, M., Estes, J.D., Chomont, N., Dubé, M., & 
Kaufmann, D.E. Transcriptional and translational SIV profiles of circulating and lymphoid 
CD4+ T cells of viremic and ART-suppressed Rhesus macaques. En préparation. 

• Sannier, G., Lemieux, A., Delgado, G.G., Cloutier, R., Pagliuzza, A., Duchesne, M., 
Brassard, N., Tremblay, C., Bernard, N., Routy, J.-P., Chomont, N., Dubé, M., & 
Kaufmann, D.E. Single-cell relationships between HIV-1-specific immune responses in 
untreated individuals and viral transcription and translation. En préparation. 

L’IntegrityAlgorithm développé sera notamment utilisé dans les manuscrits suivants: 

• Dufour, C., Lemieux, A., Pagliuzza, A., Fromentin, R., & Chomont, N. Development and 
validation of highly effective method to sequence and analyze near-full length HIV 
genomes. En préparation. 

• Espinosa Ortiz, A., Lemieux, A., Fromentin, R., Massé, C., Routy, J.-P., Falcone, E.L., & 
Chomont, N. Role of bacterial antigens in HIV persistence. En préparation. 

• Roux, H., Pagliuzza, A., Lemieux, A., Fromentin, R., Routy, J.-P., & Chomont, N. 
Phenotypic, genotypic and functional analyses of HIV-1 reservoir cells and proviruses. En 
préparation. 

Le jeu de données du projet de la dysfonction des lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH sera 

entre autres utilisé dans le manuscrit suivant : 

• Lemieux, A., Duchesne, M., Rajah, M.M., Hicks, S., Delgado, G.G., Sharer, C., Dubé, 
M., Boss, J.M., & Kaufmann, D.E. The molecular basis of persistent HIV-specific CD4 T 
cell dysfunction. En préparation. 


