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Résumé

Le polyomavirus BK (BKPyV) est un virus ubiquitaire humain infectant environ 80% de la
population mondiale. La primo-infection conduit a une persistance du virus a bas bruit dans les
épithélia rénaux-urinaire. Le virus peut rester ainsi tout au long de la vie de I'individu infecté sans
causer de complications. C’est un virus de I'immunodéprimé : il est la premiere cause d’origine
infectieuse de perte de greffon chez les patients transplantés rénaux, qui recoivent un traitement
immunosuppresseur pour diminuer les risques de rejet. Chez ces patients, il se réactive et se réplique
activement, causant une maladie appelée néphropathie associée au polyomavirus (PVAN). Pendant
des étapes précoces de cette pathologie, le virus est retrouvé dans le sang des patients, on parle de
virémie. Son maintien est corrélé a un mauvais pronostic pour les patients. Le génome du BKPyV a
été détecté dans les cellules immunitaires sanguines, sans pour autant identifier une population
cellulaire particuliere comme porteuse du génome.

Les cellules dendritiques myéloides (mDC), des acteurs primordiaux de l'induction et la
polarisation des réponses immunes, ont été mises en évidence dans le rein, a proximité des sites de
réactivation du BKPyV. Aussi, il a été montré que ces cellules infiltraient spécifiguement le rein lors
d’une PVAN, sans pour autant qu’un réle leur soit attribué. Enfin, elles ont été montrées comme
étant détournées de leur fonction initiale par plusieurs virus pour aider leur infection. Basé sur ces
arguments, nous avons posé la question d’'une implication des mDC dans la sortie du virus du rein,
conduisant in fine a I'établissement de la virémie. En testant cette hypothése, nous avons mis en
évidence la capacité des mDC humaines a fixer, internaliser et transmettre le BKPyV a des cellules
permissives. Etonnamment, cette interaction ne conduit pas & la maturation des mDC immatures,
posant la question d’un éventuel mécanisme d’échappement immunitaire lié au virus. Une étude
plus approfondie chez des patients transplantés rénaux permettra de clarifier d’autant plus le role

gue peuvent avoir ces cellules dans cette infection.
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Abstract

The BK polyomavirus (BKPyV) is a ubiquitous human virus infecting 80% of the worldwide
population. The primo-infection leads to a low-level and long-lasting persistence of the virus in the
reno-urinary epithelia. The BKPyV reactivates in immunocompromised individuals like HIV-diseased
patients or allograft recipients. It is the first infectious cause of graft loss in kidney transplanted (KTx)
patients who receive immunosuppressive drugs to impair organ rejection. In KTx patients, the virus
reactivates and replicates actively, leading to a disease called polyomavirus associated nephropathy
(PVAN). During early steps of this pathology, the virus is found in the blood of patients, i.e. viremia.
Long-lasting viremia is correlated with a poor outcome for patients. The BKPyV genome has been
detected in blood immune cells, yet not identifying a particular cell population associated with the
viral genome.

Myeloid dendritic cells (mDC), key players in the induction and polarization of immune
responses, have been described in kidney, next to BKPyV reactivation sites. Also, it has been shown
that these cells infiltrate specifically the kidney during PVAN. Finally, they have been shown to be
hijacked from their original function by several viruses to help their infection. Based on these
observations, we wondered if mDC could be involved in the viruria, i.e. virus in the urines, to viremia
transition. By investigating this hypothesis, we have shown that human mDC can bind, internalize
and transmit BKPyV to permissive cells. Surprisingly, this interaction does not lead to maturation of
immature mDC, asking the question of a putative immune evasion mechanism of the virus. An
extensive study in kidney transplant recipients will allow clarification of the role that mDC could have

in this infection.
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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique
AP : « Activator Protein », Protéine activatrice

ARN : Acide ribonucléique

BDCA : « Blood Dendritic Cells Antigen », Antigéne des cellules dendritiques sanguines

BKPyV : Polyomavirus BK

BSA : « Bovine Serum Albumin », Aloumine de sérum bovin
Cav-1: Cavéoline 1

CCL : « C-C motif Ligand », Ligand a motif C-C

CCR : « C-C Chemokine Receptor », Récepteur aux chimiokines C-C
CD : « Cluster of Differentiation », Cluster de différenciation
CD40L : « CD40 Ligand », Ligand du CD40

CLIC/GEEC: « Clathrin-Independent Carrier/GPI-AP-enriched Early

Compartment »

CLR : « C-type Lectin Receptor », Récepteur lectine de type C
CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : Cellules présentatrices d’antigenes

CTL : « Cytotoxic T Lymphocyte », Lymphocyte T cytotoxique

CTxB : « Cholera Toxin B sub-unit », Sous-unité B de la toxine cholérique

Endosomal

CXCR : « C-X-C motif Chemokine Receptor », Récepteur aux chimiokines a motif C-X-C

DAMP : « Damage-Associated Molecular Pattern », Motif moléculaire associé aux dommages

DC : « Dendritic cells », Cellules dendritiques
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DC-SIGN : « Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin »
EBV : Virus Epstein-Barr

EEA-1: « Early Endosome Antigen 1 », Antigéne 1 des endosomes précoces

EGFP : « Enhanced Green Fluorescent Protein », Protéine fluorescente verte améliorée

ERAD : « Endoplasmic Reticulum-Associated protein Degradation », Dégradation des

protéines associée au réticulum endoplasmique

GRAF-1: « GTPase Regulator Associated with Focal adhesion kinase-1 », GTPase régulatrice

associée avec les kinases d’adhésion focale 1

g8RNA : « guide RNA », ARN guide

HaPyV : Polyomavirus du hamster

hCMV : Cytomégalovirus humain

HLA : « Human Leucocyte Antigen », Antigéne leucocytaire humain
HPV : Papillomavirus humain

HPyV : Polyomavirus humain

hRPTEC : « Human Renal Proximal Tubular Epithelial Cells », Cellules épithéliales tubulaires

proximales rénales humaines

HSV : Virus Herpes simplex

IFNY : Interféron y

Ig : Immunoglobuline

IL: Interleukine

infDC : « Inflammatory DC », DC inflammatoires

IRF : « Interferon Regulatory Factor », Facteur régulateur de I'interféron

IVIG : « Intravenous Immunoglobulin », Immunoglobulines intraveineuses
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JCPyV : Polyomavirus JC

KIPyV : Polyomavirus de la Karolinska Institute

KIR : « Killer cell Ig-like Receptor », Récepteur des cellules tueuses ressemblant aux Ig

LB : Lymphocytes B

LC : « Langerhans Cells », Cellules de Langerhans

LGP2 : « Laboratory of Genetics and Physiology 2», Laboratoire de génétique et physiologie 2

Lin : Lignage

LIPyV : Polyomavirus Lyon IARC

LT : Lymphocytes T

LTAg : « Large T antigen », Grand antigéne de tumeur

MAPK : « Mitogen-Activated Protein Kinases », Protéines kinases activées par les mitogénes

MCPyV : Polyomavirus a cellules de Merkel

MDA-5: « Melanoma Differentiation-Associated protein 5 », Protéine 5 associée a la

différenciation du mélanome

mDC : « Myeloid Denderitic Cells », Cellules dendritiques myéloides

MDDC : « Monocyte Derived-Dendritic Cells », Cellules dendritiques dérivées de monocyte

ME : Microscopie électronique

MET : Microscopie électronique a transmission

MOI : « Multiplicity Of Infection », Multiplicité d’infection

MPyV : Polyomavirus murin

MWPyV : Polyomavirus Malawi

NCCR : « Non-Coding Control Region », Région de contrdle non codante
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NFxB : « Nuclear Factor-Kappa B », Facteur nucléaire kappa B

NJPyV : Polyomavirus du New Jersey

NK : « Natural Killer », Tueuses naturelles

NLR : « Nod-Like Receptor », Récepteur ressemblant a Nod

NLS : « Nuclear Localisation Signal », Signal de localisation nucléaire

OL : Organes lymphoides

OLP : Organes lymphoides primaires

OLS : Organes lymphoides secondaires

ORF : « Open Reading Frame », Cadre ouvert de lecture

PAMP : « Pathogen-Associated Molecular Pattern », Motif moléculaire associé au pathogene

PBDC : « Peripheral Blood DC », DC du sang périphérique

PBMC : « Peripheral Blood Mononuclear cells », cellules mononuclées du sang périphérique

PBS : « Phosphate Buffer Saline », Tampon phosphate salin

PCR : « Polymerase Chain Reaction », Réaction en chaine de la polymérase

pDC : « Plasmacytoid Dendritic Cells », Cellules dendritiques plasmacytoides

PFA : Paraformaldéhyde

PRR : « Pattern Recognition Receptor », Récepteur de reconnaissance des motifs

PSA : « Prostate Specific Antigen », Antigéne spécifique de la prostate

PVAHC : « Polyomavirus-associated hemorrhagic cystitis », Cystite hémorragique associée au

polyomavirus

PVAN : « Polyomavirus-associated nephropathy », Néphropathie associée au polyomavirus

RE : Réticulum endoplasmique
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rEGFP : « recombinant EGFP », EGFP recombinante

RER : Réticulum endoplasmique rugueux

RI : Réponse immunitaire

RIG-I : « Retinoic acid-Inducible Gene | », Géne | inductible par I'acide rétinoique

RLR : « Retinoic Acid-Inducible Gene-I-Like Receptor », Récepteur ressemblant au géne |

inductible par I'acide rétinoique

rr-NCCR : NCCR réarrangé

RT : « Room Temperature », Température ambiante

SIDA : Syndrome de 'immunodéficience acquise

sTAg : « small T antigen », Petit antigéne de tumeur

STLPyV : Polyomavirus de Saint-Louis

SV40 : Virus simien 40

TCR: « T Cell Receptor », Récepteur des cellules T

Ty : Lymphocyte T « helper »

TLR : « Toll-Like Receptor », Récepteur ressemblant a Toll

TNF : « Tumor Necrosis factor », Facteur de nécrose des tumeurs
TruncTAg : « Truncated T antigen », Antigéne de tumeur tronqué
TSPyV : Polyomavirus associé a la trichodysplasie spinuleuse
ULBP : « UL16 Binding Protein », Protéine fixant UL16

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VLP : « Virus-Like Particles », Pseudo-particules virales

WGA : « Wheat Germ Agglutinin », Agglutinine de germe de blé
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WUPyV : Polyomavirus de la Washington University

ww-NCCR : NCCR archétypale
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INTRODUCTION






Les polyomavirus humains

I. Historique des découvertes

Les deux premiers polyomavirus humains a avoir été découvert sont les polyomavirus BK
(BKPyV) et JC (JCPyV), nommés selon les initiales respectives des patients dont ils ont été isolés, en
1971. Le BKPyV a été découvert dans les urines d’un patient transplanté rénal (Gardner et al., 1971).
Ce virus est responsable de la néphropathie associée au polyomavirus (PVAN) chez les patients
transplantés rénaux (Nickeleit et al., 1999) et de cystites hémorragiques (PVAHC) chez les patients
transplantés de cellule souches hématopoiétiques (Arthur et al., 1986). Le JCPyV a été découvert
dans le liquide céphalo-rachidien d’un patient souffrant de leucoencéphalopathie multifocale

progressive (Padgett et al., 1971), dont il est I'agent étiologique.

Ce n’est qu’une trentaine d’années plus tard, avec 'amélioration des techniques d’analyses
de biologie moléculaire, que de nombreux autres polyomavirus humains ont été découvert et sont
encore découvert aujourd’hui: les polyomavirus de la Washington University (WUPyV) et du
Karolinska Institute (KIPyV) ont été isolés de patients souffrant d’infections aiglies du tractus
respiratoire (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007). Le polyomavirus a cellules de Merkel (MCPyV)
a été identifié a partir de biopsies de carcinome a cellules de Merkel (Feng et al., 2008), un carcinome
cutané agressif mais rare. C'est le premier polyomavirus humain associé directement a la survenue
de cancer. En 2010, les polyomavirus humains 6 et 7 (HPyV6 et HPyV7) sont découverts sur des
prélevements de peau saine (Schowalter et al., 2010) et le polyomavirus associé a la trichodysplasie
spinuleuse (TSPyV) a été isolé d’un patient transplanté cardiaque ayant développé cette
manifestation cutanée rare (van der Meijden et al., 2010). Un an plus tard, le HPyV9 est découvert
dans des échantillons de patients transplantés rénaux (Scuda et al., 2011) puis deux nouveaux
polyomavirus, le polyomavirus Malawi (MWPyV) et le polyomavirus Saint-Louis (STLPyV), sont
découvert au Malawi dans des selles de nourrissons et dans le microbiote intestinal d’enfant
respectivement (Lim et al., 2013; Siebrasse et al., 2012). L’année suivante, le HPyV12 est isolé de
préléevements d’organes du tube digestif (foie, ceecum, rectum), a la fois sain et pathologique, et le
polyomavirus du New Jersey (NJPyV) est identifié chez une patiente transplantée du pancréas et
présentant une myopathie, une acuité visuelle en baisse et des Iésions cutanées nécrosantes (Korup
et al.,, 2013; Mishra et al., 2014). Enfin, le dernier polyomavirus humain découvert en date est le
polyomavirus Lyon IARC (LIPyV) identifié sur des prélevements de peau saine (Gheit et al., 2017). Les

14 polyomavirus humains et leurs caractéristiques sont résumés dans le tableau I.
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Tableau I. Découverte des 14 polyomavirus humains connus actuellement

Année de

Polyomavirus BK BKPyV 1971 Urines PVAN, cystite hémorragique Gardneret al., 1971

Leucoencéphalopathie

. . Padgett et al., 1971
multifocale progressive

Polyomavirus JC JCPyV 1971 Liguide céphalo-rachidien

Polyomavirus de la

) ) WupPyW 2007 Tractus respiratoire - Gaynor et al., 2007
Washington Institute
Polyomavirus du Karolinska . .
B KIPyV 2007 Tractus respiratoire - Allander et al., 2007
Institute
Polyomavirus a cellules de Carcinome a cellules de
U MCPyV 2008 Peau Fenget al, 2008
Merkel Merkel
Polyomavirus humain 6 HPyV6 2010 Peau - Schowalter et al., 2010
Polyomavirus humain 7 HPyV7 2010 Peau - Schowalter et al., 2010
Polyomavirus associé a la
) y R ) TSPyV 2010 Peau Trichodysplasie spinuleuse van der Meijden et al., 2010
trichodysplasie spinuleuse
Polyomavirus humain 9 HPyV9 2011 Sang, urines - Scudaet al., 2011
Polyomavirus Malawi MWPyV 2012 Selles - Siebrasse et al., 2012
Polyomavirus de Saint-Louis STLPyV 2012 Selles - Limetal., 2012
Polyomavirus humain 12 HPyV12 2013 Foie, caecum, rectum - Korupet al., 2013
Lési tané
Polyomavirus du New Jersey NJPYV 2013 Biceps £510ns Cutances Mishra et al., 2014

nécrosantes

Polyomavirus Lyon IARC LIPyV 2017 Peau - Gheitet al., 2017

Il. Caractéristiques générales

Les polyomavirus sont des virus ubiquitaires qui infectent leur hdéte de maniere
asymptomatique (Knowles, 2006). La primo-infection a lieu durant I'enfance et leur voie d’entrée
dans I'organisme n’est pas identifiée mais semble tres probablement impliquer les voies aériennes
(Goudsmit et al., 1982; Hirsch and Steiger, 2003). Suite a la primo-infection ces virus atteignent leurs
organes cibles (rein, cerveau, moelle osseuse...) et entrent en phase dite latente, méme si on observe
pour certains polyomavirus, BK et JC notamment, des épisodes de réplication chez l'individu
immunocompétent avec élimination des virus dans les urines, sans complications associées
(Doerries, 2006; Knowles, 2006; Polo et al., 2004). Ils appartiennent a la famille des Polyomaviridae
(Johne et al., 2011), une famille de petits virus (environ 45nm de diameétre) caractérisés par une
capside icosaédrique non enveloppée renfermant un génome ADN double brin d’environ 5 kilobases
(Cubitt, 2006; Takemoto and Mullarkey, 1973). Ce sont des virus de lI'immunodéprimé, les
manifestations cliniques et complications qui leur sont associées n’apparaissant que chez des
individus recevant un traitement immunosuppresseur pour cause de greffe ou chez les individus
séropositifs pour le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Burger-Calderon et al., 2013). Ces
patients ont un systéme immunitaire globalement affaibli mais particulierement les acteurs de

I'immunité adaptative, cruciale dans la défense contre les virus, sont affectés. Les polyomavirus sont
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donc considérés comme des virus opportunistes. Dans ce contexte d'immunosuppression, le virus va
entrer en réplication active et devenir pathologique si elle n’est pas controlée. On parle de

réactivation des polyomavirus (Ahsan and Shah, 2006).

lll. La particule virale

La capside virale est composée de 72 capsomeres, chacun comptant cinqg exemplaires de la
protéine majeure de capside VP1 qui s’auto-assemblent pour former ces pentaméres (Chen et al.,
2000; Liddington et al., 1991), qui représentent la face externe de la capside. Une représentation de
l'auto-assemblage de la capside est présenté en figure 1A, basée sur des données d’étude
structurale. Chaque pentamére est associé a I'une des deux protéines mineures de capside VP2 ou
VP3 (Chen et al., 1998; Griffith et al., 1992), que I'on retrouve donc en face interne de la capside,
selon une stoechiométrie précise de une protéine mineure par pentamére de VP1. Protégé dans la
capside et en interaction avec la protéine VP2, se trouve le génome ADN double brin du virus, associé
aux histones cellulaires H2A, H2B, H3 et H4 qui sont encapsidées pendant la réplication virale

(Pagano, 1984). Une vue de la structure interne du virus est représentée en figure 1B.
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Monomeére de VP1 Pentameére de VP1 Assemblage de pentameres

VP1
VP2

VP3

Histone

ADN génomique

Figure 1: Auto-assemblage de la capside et structure interne schématisés des polyomavirus. (A)
Structure du monomere de VP1 avec un « noyau » central en feuillet B, ces feuillets entrent en
contact pour former les pentameres avec les bras C-terminaux de chaque VP1 tournés vers
I’extérieur de la structure permettant |’association entre plusieurs capsoméres (adapté de Liddington
et al.,, 1991 et Chen et al.,, 2000) . (B) La structure interne en coupe de la particule virale
représentant les protéines de capside en interaction entre elles et avec le génome empaqueté avec
les histones est schématisée a gauche (Swiss Institute of Bioinformatics) et la méme coupe issue de
résultats de structuralisme est présentée a droite (Hurdiss et al., 2016).
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IV. Legénome viral

Le génome des polyomavirus est un ADN bicaténaire circulaire divisé en trois régions (Cole,
1996) : la région précoce (« early »), la région tardive (« late ») et la région de contréle non codante
(NCCR). Les régions précoces et tardives sont séparées par le NCCR et sont encodées en sens
opposés. La figure 2 présente un schéma de la structure du génome des polyomavirus, résumant les

informations a suivre.

1. Larégion précoce

Elle code pour les protéines régulant la réplication du génome : le grand antigene de tumeur
(LTAg), le petit antigéne de tumeur (sTAg) et I'antigéne de tumeur tronqué (TruncTAg) (Abend et al.,
2009). La protéine LTAg est indispensable a la réplication du génome (Pipas, 1992), alors que la
fonction des deux autres protéines reste indéterminée a ce jour. De plus, la région précoce code pour
un micro-ARN qui inhibe I'expression de la protéine LTAg et jouerait un réle dans I'échappement au
systeme immunitaire : il s’associe avec I’ARN messager de la protéine ULBP3, induite par un stress
cellulaire, pour réduire sa traduction et ainsi I'expression de la protéine ULBP3, un régulateur

important de la réponse immunitaire (RI) des cellules « Natural Killer » (NK) (Bauman et al., 2011).

2. Larégion tardive

Elle code pour les trois protéines structurales VP1, VP2 et VP3 ainsi que pour une protéine
dont la fonction est mal connue, I'agnoprotéine. Les protéines VP2 et VP3 présentent toutes deux
une séquence signal de localisation nucléaire (NLS), ainsi elles participent a I'entrée du génome viral
dans le noyau de sa cellules cible (Bennett et al., 2015). Il a été proposé que I'agnoprotéine ait un
role inhibiteur de la réplication virale dans les derniéres phases du cycle de réplication, lors de la

syntheése des protéines de capside puis de I'encapsidation (Gerits et al., 2015).

3. Le NCCR

C'est la région de contréle de la réplication et de I'expression du génome. Il contient tous les
éléments nécessaires a l'expression du génome viral : I'origine de réplication et un promoteur
bidirectionnel contenant les sites de fixation des facteurs de transcriptions. Il a été arbitrairement
découpé en cinq bloques O, P, Q, R et S. Le nombre et I'arrangement de ces segments géniques
varient et conduit a distinguer deux types de NCCR différents : le NCCR archétypal (ww-NCCR), qui a
la structure classique OPQRS, et le NCCR réarrangé (rr-NCCR), dans lequel on retrouve des insertions,

délétions ou duplications de ces régions. Le ww-NCCR est retrouvé majoritairement dans les virus
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présents dans les urines des individus sains ou patients en début de réactivation, le rr-NCCR est
retrouvé dans le virus des patients souffrant de maladies causées par les polyomavirus, donc plus
tardivement apreés réactivation. En effet, la présence de rr-NCCR a été corrélée a une augmentation
de la capacité réplicative, des effets cytopathogénes accrus et a des aggravations des symptomes de
la néphropathie a BKPyV (virurie, virémie, atrophie tubulaire rénale) (Gosert et al., 2008) et ont été
retrouvés chez des patients atteints de sclérose en plaque infectés par le JCPyV par exemple

(Pietropaolo et al., 2015).

¢ARLY REGIOy,
VP3
LATE ReG\ON

[ 0 142 [ P63 Ja39] R63 | S63 ]

Figure 2 : Schéma du génome du BKPyV. Les cadres ouverts de lecture (ORF) des différents genes du
génome du BKPyV sont représentés, avec le NCCR possédant le promoteur bidirectionnel séparant
les deux régions. Les régions O, P, Q, R et S sont indiquées avec le nombre de nucléotides qu’elles
comptent. Les protéines TAg, ainsi que VP2 et VP3, sont issues du méme transcrit qui est épissé
différemment (Rinaldo et al., 2013).
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Le polyomavirus BK

I. Mise en contexte

Le BKPyV infecte de maniere asymptomatique environ 80% de la population mondiale
(Knowles, 2006). Son lieu de latence suite a la primo-infection chez les individus immunocompétents
est les épithélia rénaux-urinaires, notamment les cellules épithéliales tubulaires rénales (Heritage et
al., 1981). Suite a sa réactivation en contexte d’immunosuppression, il est responsable du
développement de PVAN chez les patients transplantés rénaux, une néphropathie évolutive pouvant
conduire a la perte de fonction du greffon, de PVAHC chez les patients transplantés de moelle
osseuse et il a été mis en évidence la réplication active du BKPyV dans les glandes salivaires de
patients séropositifs pour le VIH développant la maladie des glandes salivaires associée au VIH
(Burger-Calderon et al., 2013), renforcant par la méme I’hypothése d’une primo-infection impliquant

les voies aériennes supérieures (Hirsch and Steiger, 2003).

Bien qu’il ait été découvert en 1971, c’est une trentaine d’années plus tard que le BKPyV
émerge comme un probleme de santé publique, principalement chez les patients transplantés
rénaux qui vont développer une PVAN apreés réactivation du virus, suite a |'utilisation en clinique de
nouveaux immunosuppresseurs : la cyclosporine A, un inhibiteur de la calcineurine empéchant la
production de cytokines par les lymphocytes T (LT) et bloquant ainsi leurs actions, était utilisée a
partir des années 80 et les patients transplantés traité a la cyclosporine A ne montraient aucun signe
de néphropathie (Binet et al., 1999). Vers 1995, le tacrolimus et le mycophénolate mofetil font leur
apparition en clinique. Le tacrolimus fait partie de la famille des inhibiteurs de la calcineurine, il a
donc la méme action que la cyclosporine A, et le mycophénolate mofetil est un inhibiteur de la
biosynthese des purines particulierement efficace pour inhiber la prolifération des LT et des
lymphocytes B (LB). A partir de ce moment, les cas de PVAN ce sont multipliés (Purighalla et al., 1995;
Ramos et al.,, 2002) et, aujourd’hui encore, le BKPyV est considéré comme la premiere cause
infectieuse de perte de greffon (Hirsch et al., 2002; Randhawa et al., 1999). Le groupe du Pr Hirsch,
spécialiste du BKPyV et de sa réactivation chez les patients transplantés rénaux, a montré
récemment par des études in vitro I'effet inhibiteur de la cyclosporine A et du sirolimus (un autre
immunosuppresseur empéchant la synthése des anticorps par les LB, sans altérer la production de
cytokines comme le font le tacrolimus ou la cyclosporine A) sur la réplication du BKPyV dans les
cellules épithéliales tubulaires proximales rénales humaines (hRPTEC), les cellules cibles

physiologiques du virus. lls y démontrent surtout I'effet activateur du tacrolimus sur cette réplication
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(Hirsch et al., 2015), ouvrant la voie vers une adaptation des protocoles cliniques pour réduire

|"utilisation du tacrolimus.

Il. Le cycle d’infection du virus

Le cycle d’infection du virus n’est que partiellement élucidé aujourd’hui. Néanmoins, basé sur
des études menées directement sur le BKPyV et sur les similitudes entre les Polyomaviridae, il est

possible de proposer un cycle d’infection pour ce virus, récapitulé figure 5.

1. Interaction du virus avec son récepteur membranaire

Le BKPyV étant un virus non enveloppé, son entrée dans la cellule cible se fait par
internalisation dépendante de I'interaction avec un récepteur membranaire a la surface de la cellule
cible. Les récepteurs décrits aujourd’hui sont les gangliosides de la série b GT1b et GD1b, leur ajout a
la surface de cellules LNCaP, une lignée cellulaire de carcinome de la prostate non susceptible a
I'infection par le BKPyV, permettant leur infection par le virus (Low et al., 2006). Les gangliosides sont
des glycosphingolipides qui portent au moins un acide sialique sur I'une de leur branche glucidique.
Ce sont ces acides sialiques, et l'orientation de leur liaison avec les résidus sucrés, qui sont
primordiaux et qui permettent I'infection des cellules cibles par le BKPyV : il a d’abord été décrit que
le récepteur portait une liaison a2-3, le traitement de cellules VERO, une lignée cellulaire de rein de
singe permissive a l'infection par le BKPyV, avec une neuraminidase et la sialidase S qui vont couper
les acides sialiques liés en a.2-3 inhibant leur infection (Dugan et al., 2005). Puis la liaison «2-8 entre
les deux acides sialiques a été identifiée comme indispensable a I'infection par le BKPyV par des
expériences utilisant des pentameres VP1 mutés dans les sites de fixations aux acides sialiques en
0.2-8, montrant que ces pentameres ne pouvaient plus se fixer a ces acides sialiques. Cette étude a
aussi montré que tous les gangliosides de la série b permettaient I'infection par le BKPyV des cellules
VERO complémentées avec ces gangliosides, soulevant la question de I'existence d’autres récepteurs
potentiels pour le BKPyV, autre que GT1lb et GD1b (Neu et al.,, 2013). La figure 3 représente un

schéma des gangliosides de la série b.
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GD1b

Figure 3 : Structure schématique de la chaine glucidique des gangliosides de la série b. Les liaisons
entre les résidus sucrés portés par les gangliosides de la série b sont représentées. On y identifie les
liaisons, a la fois a2-3 et a2-8, nécessaires a I'infection (Neu et al., 2013).

2. Entrée dans la cellule cible

2.1 Introduction aux voies d’endocytose des cellules de mammiféres

L'endocytose est la seule voie de communication entre les cellules et leur milieu extérieur
leur permettant d’internaliser des composants extérieurs variés (appelés cargos): ce mécanisme
permet de renouveler les composants membranaires (comme les différents récepteurs exprimés a la
surface cellulaire ou les lipides membranaires) ou d’internaliser les corps apoptotiques par les
cellules phagocytaires par exemple, mais c’est aussi un mécanisme privilégié par de nombreux agents
pathogénes (virus, toxines bactériennes) pour entrer dans les cellules (Doherty and McMahon, 2009;
Mercer et al., 2010). La voie d’endocytose la plus décrite, et longtemps considérée comme la voie
privilégiée d’internalisation de molécules dans les cellules car facilement identifiable par microscopie
électronique (ME), est I'endocytose dans les vésicules a clathrine (Schmid and McMahon, 2007,
Sorkin, 2004). La clathrine est une protéine qui va se polymériser autour d’'une zone membranaire
destinée a étre internalisée. Cela forme un « manteau » autour de la vésicule, qui va la rigidifier et
ainsi apparaitre dense aux électrons en ME (Roth and Porter, 1964). Cette voie est notamment
empruntée par le JCPyV (Pho et al.,, 2000). Dans les derniéres décennies, de nombreuses voies
d’endocytose indépendantes de la clathrine ont été décrites, remettant en cause le modele de la voie
quasi-exclusive de I'endocytose clathrine-dépendante. La morphologie des vésicules de ces voies est

présentée en figure 4. Seules trois voies indépendantes de la clathrine, d’'intérét dans les études
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menées sur les polyomavirus et dans notre étude, seront décrites dans cette introduction : la voie
des cavéoles, la voie « Clathrin-Independent Carrier/GPI-AP-enriched Early Endosomal

Compartment » (CLIC/GEEC) et la macropinocytose:

e La voie des cavéoles : la protéine majoritaire impliquée dans la formation des cavéoles
est la cavéoline 1 (Cav-1). Cette protéine va venir s’associer a la queue d’acide gras des
glycosphingolipides membranaires présents au niveau des radeaux lipidiques riches en
cholestérol (Monier et al., 1996). Elle interagit notamment avec le ganglioside GM1 et le
globoside Gb3, qui sont respectivement les récepteurs de la sous-unité B de la toxine
cholérique (CTxB)/du polyomavirus SV40 et de la Shiga toxine. Ces interactions
participent a courber la membrane et entrainent I'internalisation des cargos susnommés
(Eash et al., 2006; Fra et al., 1995; Marzook and Newsome, 2016). Cette internalisation
met en jeu plusieurs kinases et phosphatases cellulaires, telles que les tyrosines kinases,
mais l'ordre dans lequel les évenements de phosphorylation et d’internalisation
interviennent n’est pas clairement élucidé (Lamaze et al., 2017). Les cavéoles chargées
avec leurs cargos sont ensuite dirigées vers le réseau des vésicules endosomales
précoces puis tardives et in fine vers le réticulum endoplasmique (RE) (Mercer et al.,

2010).

e La voie CLIC/GEEC : elle est, elle aussi, dépendante des micro-domaines membranaires
riches en lipides, comme le cholestérol (Sabharanjak et al.,, 2002). Cette voie
d’endocytose est caractérisée par la formation de vésicules tubulaires qui sont
structurées par la protéine GTPase régulatrice associée avec les kinases d’adhésion focale
1 (GRAF-1) (Lundmark et al., 2008). Cette voie a aussi été associée a I'internalisation de la
CTxB et des gangliosides GM1 (Doherty and Lundmark, 2009). Il a aussi été montré
I'internalisation indépendante de la clathrine/cavéoline du virus SV40 (Damm et al.,
2005). Pour ce virus, I'implication de la voie CLIC/GEEC reste a étre déterminée. A I'heure
actuelle, cette voie a été associée uniquement a I'endocytose du virus adéno-associé de
sérotype 2 (Nonnenmacher and Weber, 2011). La destination intracellulaire des cargos
endocytés par la voie CLIC/GEEC semble varier en fonction des types cellulaire, incluant
les lysosomes ou les compartiments de recyclage notamment (Fivaz et al.,, 2002;

Sabharanjak et al., 2002)

e La macropinocytose : cette voie d’endocytose est caractérisée par I'extension de

prolongements cytoplasmiques vers I'extérieur de la cellule pour former une « poche »



permettant Il'internalisation d’éléments extracellulaires variés (fluides, corps
apoptotiques, virus...). La vésicule d’endocytose, appelée macropinosome, se forme a
I'intérieur de la cellule quand le prolongement retourne vers et fusionne avec la
membrane plasmique. Les macropinosomes sont de grosses vésicules, pouvant faire
jusqu’a 10um de diamétre (Lim and Gleeson, 2011; Marzook and Newsome, 2016;
Mercer et al., 2010). Une fois formés, les macropinosomes peuvent étre recyclés vers la
surface cellulaire ou entrer dans le réseau d’endosomes précoces/tardifs/lysosomes
(Hewlett et al., 1994; Racoosin and Swanson, 1993). L'exemple le mieux décrit de virus
empruntant les macropinosomes pour son infection est le virus de la vaccine (Mercer and
Helenius, 2008). Aussi, il a été montré par notre équipe l'infection dépendante des
macropinosomes de cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC) par le
cytomégalovirus humain (hCMV) (Haspot et al.,, 2012), ainsi que linfection de

fibroblastes primaires humains (Hetzenecker et al., 2016).
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Figure 4 : Les voies d’endocytose des cellules de mammiféres. La morphologie des vésicules des
différentes voies d’endocytose décrites, clathrine-dépendantes et indépendantes, sont schématisées
et imagées par des photos prises en ME a transmission (MET). On y retrouve notamment les voies
des cavéoles et CLIC/GEEC (Doherty and McMahon, 2009).

2.2 Internalisation du BKPyV

La voie d’entrée du virus dans ses cellules permissives n’est pas completement élucidée. Elle
se fait par I'intermédiaire de vésicules d’endocytose dont la nature est sujette, encore aujourd’hui, a
controverse. Des études menées sur I'entrée du BKPyV dans les cellules VERO et hRPTEC ont montré
une internalisation dépendante des cavéoles. L'infection de cellules VERO transfectées avec un
mutant de la protéine Cav-1 empéchant la formation des cavéoles est fortement réduite. D’autre
part, il a été observé dans cette méme étude une colocalisation entre des pseudo-particules virales

(VLP) fluorescentes et la CTxB, toxine qui emprunte les cavéoles pour étre internalisée (Eash et al.,
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2004). LU'infection des hRPTEC dont Cav-1 a été déplétée par interférence ARN est aussi fortement
diminuée (Moriyama et al., 2007). Ces deux études montrent aussi I'indépendance d’endocytose
impliquant la clathrine. Il a aussi été identifié que cette entrée, et I'infection qui en découle, implique
un compartiment acide permettant une premiere étape de décapsidation, a la fois dans les cellules
VERO et hRPTEC (Eash et al., 2004; Jiang et al., 2008). Cependant une étude récente vient contredire
ces observations d’internalisation dépendante des cavéoles dans les hRPTEC : le Pr Imperiale, un
autre spécialiste du BKPyV, et son équipe ont réalisé des expériences d’interférence ARN ciblant les
protéines Cav-1 et Cav-2 impliquées dans la formation des cavéoles et ils n'observent pas de
différence dans la production du LTAg dans les cellules transfectées ou non. lls testent aussi I'effet de
I'interférence ARN sur les vésicules a clathrine et confirment I'indépendance déja documentée. Leur
conclusion est donc que I'endocytose du BKPyV dans ses cellules hétes physiologiques, les hRPTEC,
est indépendante de la clathrine et de la cavéoline, soulevant I'hypothése de I'utilisation d’une voie
d’endocytose encore non décrite (Zhao et al., 2016) et faisant donc trés probablement partie des
nombreuses voies d’endocytose indépendantes de la clathrine/cavéoline décrites au paragraphe
précédent. Ces études ne permettent donc pas de conclure quant a une voie d’endocytose précise

utilisée par le BKPyV pour infecter ses cellules cibles.

3. Cheminement intracellulaire

Le virus est ensuite acheminé vers le RE via les microtubules. Dans le RE, la capside continue
sa dégradation, rendant ainsi accessible au contenu du compartiment les protéines VP2 et VP3. Le
virus interagit ensuite avec la protéine Derlin-1 via la protéine VP1. L'implication du protéasome dans
I'infection du BKPyV a aussi été mise en évidence, son inhibition par la lactacystine induisant une
forte baisse de la production du LTAg. Derlin-1 étant impliquée dans le systéme de dégradation des
protéines associé au RE (ERAD) par le protéasome, il semble donc que la sortie du virus du RE puisse
se faire par I'acheminement du virus vers le protéasome via Derlin-1. L'étape précise ou le
protéasome est impliqué dans I'infection par le BKPyV reste encore a étre identifiée mais pourrait
aider I'acheminement au noyau, comme ca a déja été montré pour les herpesvirus ou le virus de la
grippe (Bennett et al., 2013; Delboy et al., 2008; Jiang et al., 2008; Khor et al., 2003). A ce stade le
virus se trouverait partiellement décapsidé et le génome, associé aux protéines VP2 et VP3, est
acheminé dans le noyau grace a l'interaction des séquences NLS de VP2 et VP3 avec I'importine J3,
une protéine adaptatrice se fixant aux séquences NLS et impliquée dans la machinerie d’import

nucléaire (Bennett et al., 2015). Ces résultats ont été obtenus sur des cellules hRPTEC.
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4. Production intranucléaire et libération des virions

Une fois le génome délivré dans le noyau, la région précoce est exprimée. La protéine LTAg a
pour réle « d’activer » la cellule en s’associant aux protéines de la famille du rétinoblastome, ce qui
stimule le passage en phase S et évite I'apoptose en s’associant a p53 (Harris et al., 1996). Elle joue
aussi le role de transactivateur en initiant la réplication du génome viral via sa fixation sur I'origine de
réplication. Ceci conduit localement au débobinage de la double-hélice d’ADN grace a son activité
hélicase et en recrutant la machinerie cellulaire de réplication de I’ADN : ADN polymerase, o-
primase, topoisomerase | et la protéine de réplication A (Cuesta et al., 2010). Apres que la réplication
du génome viral a eue lieu, la région tardive est exprimée, produisant ainsi les trois protéines de
capside qui s’auto-assemblent pour former la capside renfermant le génome viral, associé aux
histones cellulaires, et formant ainsi les nouveaux virions qui seront libérés par nécrose de la cellule

infectée (Drachenberg et al., 2003; Seemayer et al., 2008).
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Figure 5 : Schéma récapitulatif du cycle d’infection du BKPyV. Au regard des informations
précédentes, le cycle d’infection du BKPyV est représenté de l'interaction avec son récepteur
(représenté par GT1b et GD1b ici) jusqu’a la sortie par nécrose de la cellule infectée.



lII.PVAN et pathologies associées au BKPyV

Comme évoqué précédemment, la PVAN chez les patients transplantés rénaux est la
principale pathologie dont le BKPyV est responsable. La réactivation du virus dans les épithélia
rénaux-urinaires est observée, sous forme de génome dans les urines, chez 30 a 50% des patients
greffés (Brennan et al., 2005; Bressollette-Bodin et al., 2005), 5 a 10% de ces patients développent
une PVAN et 50% évoluent vers une perte totale de fonction du greffon (Drachenberg et al., 2004).
Le BKPyV est aussi responsable de PVAHC chez les patients transplantés de cellules souches
hématopoiétiques et il a été associé, en une moindre mesure, a des cancers. Ce dernier point ne fait
pas consensus aujourd’hui, le seul polyomavirus ayant été directement associé au développement de

cancer chez I’'Homme étant le MCPyV.

La réactivation du virus est tout d’abord marquée par une virurie, c'est-a-dire que le virus se
retrouve et est évacué de l'organisme dans les urines des patients (Nickeleit et al., 1999),
représentée par la détection d’environ 10° a 10’ copies de génome/mL (Hirsch et al., 2002). L’étude
des régions génomiques de VP1, du LTAg et du NCCR entre le donneur et le receveur du greffon a
montrée que c’est le virus du donneur qui se réactive chez le receveur (Schmitt et al., 2014). La
premiere maniere, et la technique historique, de diagnostiquer la réactivation du BKPyV est donc de
doser le virus par réaction en chaine de la polymérase (PCR) quantitative (Butel et al., 1999). Dans les
urines le virus dosé est majoritairement issu de cellules épithéliales réno-urinaires infectées, remplies
de virus, qui se sont détachées de la lame basale et qui sont donc éliminées dans les urines, elles sont
appelées « Decoy cells ». Cela permet aussi des analyses cytologiques pour détecter ces cellules et
diagnostiquer et suivre les patients (Ranzi et al.,, 2012). Une étape déterminante dans la
physiopathologie de l'infection est le passage du virus dans le sang, on parle de virémie : a un
moment donné de l'infection, le virus est retrouvé dans le sang et I’établissement et le maintien de
cette virémie est signe d’une forte réplication du virus dans le systeme réno-urinaire et donc de
I’endommagement des organes qui le compose. La virémie représente ainsi un deuxieme élément
diagnostic, toujours en dosant 'ADN viral par PCR quantitative, qui implique un examen plus
approfondie par biopsie dans le rein pour détecter la présence du virus en réplication active (Hirsch
and Randhawa, 2013). Aujourd’hui il n’existe pas d’explication définitive a I'établissement de cette
virémie, la seule mention a ma connaissance d’une hypothese clairement formulée apparaissant
dans une étude du Pr Hirsch. Il y est rapidement évoqué que le détachement des cellules infectées
dans les tubules réno-urinaires pourrait induire une fragilisation et une Iésion de la lame basale,
donnant I'acces aux fluides riches en virus a I'interstitium rénal ou le virus se retrouverait proche des

capillaires sanguins irriguant le rein et permettant son passage dans le sang (Nickeleit et al., 2000). Il
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est difficile de séparer clairement des étapes chronologiques dans la physiopathologie de cette
maladie car souvent, quand les biopsies sont faites suite a la détection de la virémie, les organes sont
déja atteints. On ne peut donc pas conclure sur une priorité de la virémie par rapport a I'atteinte des

organes, et inversement.

1. La néphropathie associée au polyomavirus

La PVAN représente la premiere cause de perte de greffon d’origine infectieuse. Son
diagnostic nécessite un examen histo-pathologique qui, en fonction de I'atteinte des tissus rénaux
(pourcentage du tissu positif pour un marquage du LTAg) et de caractéristiques immunologiques (tel
que la présence d’un infiltrat lymphocytaire inflammatoire), va permettre de classer la PVAN selon
un systeme de grade proposé par le Dr Drachenberg et imagé en figure 6 (Drachenberg et al., 2003;

Kuypers, 2012) :

e PVAN-A: caractérisée par un effet cytopathogéne modéré avec un(e) faible infiltrat
interstitiel, fibrose et atrophie tubulaire estimé a moins de 25% de la surface de la

biopsie.

e PVAN-B : l'effet cytopathogene est plus étendu, de 11 a 50% de la surface de la
biopsie, avec un infiltrat inflammatoire léger (11-25%), moyen (26-50%) ou sévere
(plus de 50%) et une atrophie tubulaire minimum, légere (11-25%) ou modérée (26-
50%) qui vont définir des sous-groupes de la PVAN B, les sous-groupes B1, B2 et B3

respectivement.

e PVAN-C: une séveére fibrose interstitielle et atrophie tubulaire, qui recouvre plus de
50% de la surface de la biopsie, sont indicatives de dommages irréversibles faits au

rein, associées a un infiltrat inflammatoire et un effet cytopathogene résiduel.
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Figure 6 : Coupes histologiques montrant les différents grades de PVAN. Les champs larges des
colorations en hématoxyline-éosine (A, C) et a la méthénamine d’argent (B, D) permettent
d’apprécier la morphologie générale du tissu ou A, B, C et D représentent respectivement un tissu
sain, la PVAN-A, PVAN-B et PVAN-C. Sur les champs rapprochés des grades respectifs, on voit
clairement les noyaux positifs pour le marquage LTAg ( =3}, les tubules atrophiés ( O) et l'infiltrat
inflammatoire interstitiel (C1 et D1). La zone pointillée (C1) délimite un tubule atrophié ol I'on
retrouve des noyaux LTAg positifs (modifiés de Drachenberg et al.,, 2003 ; Gosert et al., 2008 et
Kuypers, 2012).
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2. La cystite hémorragique

La PVAHC a une forte morbidité chez les patients. Les méthodes utilisées pour le diagnostic
sont les méthodes classiques de PCR et de biopsies, aucune méthode spécifique a cette pathologie
conduisant a un diagnostic définitif n’existant aujourd’hui. Ici encore, I'établissement de la maladie
n’est pas totalement élucidé : la prise de médicaments immunosuppresseurs en amont de la greffe,
tel que le cyclophosphamide, comme protocole de conditionnement pré-greffe fragilise la muqueuse
de la vessie. S’ensuit une phase aplasique durant laquelle le BKPyV se réplique activement et de
maniére incontrélée, ce qui dénude cette muqueuse endommagée. Enfin I'inflammation se met en

place quand la greffe de cellules souches hématopoiétiques est effective (Hirsch and Steiger, 2003).

3. BKPyV et cancer

Le lien de causalité entre le BKPyV et certains cancers n’a pas été directement établi.
Plusieurs rapports de cas cliniques mentionnent la détection du LTAg dans des tumeurs primaires et
secondaires de cancers de la vessie (Dalianis and Hirsch, 2011) et en 2012 il est classé comme agent
« potentiellement cancérigéne pour 'Homme » par I'Organisation Mondiale de la Santé (Bouvard et
al.,, 2012). Méme si lI'infection par le BKPyV n’est pas forcément a 'origine du développement de
cancer chez les individus immunosupprimés, sa détection dans ces tumeurs des voies réno-urinaires
reste inquiétante et mérite une vigilance particuliere, ces cancers pouvant représenter une

problématique clinique a ne pas négliger dans les années a venir (Papadimitriou et al., 2016).

IV. Réponses immunitaires anti-BKPyV

1. La réponse immunitaire innée

Il existe peu d’études s’intéressant a l'interaction directe du BKPyV avec les cellules de
I'immunité innée et leur réle dans le contréle de I'infection, la grande majorité des études faisant
état de données cliniques obtenues sur des cohortes de patients transplantés rénaux ayant réactivé

leur BKPyV ou souffrant de PVAN.

1.1 Les cellules dendritiques

Une implication des cellules dendritiques (DC) a été suggérée, plusieurs études démontrant
un niveau de DC sanguin qui diminue grandement apres transplantation rénale ainsi qu’une

corrélation entre le niveau de DC pré-transplantation et un risque accrue de développer une PVAN
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(Womer et al., 2010; Womer et al., 2005). Il a été montré dans un modeéle murin de PVAN, qu’un
nombre élevé de DC était corrélé avec une augmentation du nombre de lymphocytes T exprimant le
cluster de différenciation (CD) 8 spécifique du virus. Cela suggere que les DC dans un organisme
infecté par un polyomavirus jouent un réle déterminant dans la mise en place de la réponse
immunitaire adaptative contre ce virus (Drake lll et al., 2001). Cependant une étude in vitro sur
|'activation des DC humaines en contact avec des VLP, uniquement composées de la protéine de
capside VP1, de différents polyomavirus a montrée une faible réponse et activation des DC en
présence des VLP de BKPyV (Gedvilaite et al., 2006). Ainsi, le réle des DC dans la réponse immunitaire
anti-BKPyV chez les patients transplantés rénaux, autant dans la capture du virus que dans la
présentation des antigenes pour initier la réponse immunitaire adaptative, n’est pas clairement mis

en évidence aujourd’hui et mérite des études plus approfondies.

1.2 Les cellules « Natural Killer »

Il semble que les cellules NK soient aussi des acteurs de la défense contre le BKPyV. Il a été
montré que les patients souffrant de PVAN ont moins de récepteur de cellules NK, les « Killer cell Ig-
like receptor » (KIR), activateurs (tel que KIR3DS1) sur leurs cellules NK que les patients controles
transplantés rénaux sans signe de PVAN (Trydzenskaya et al., 2013). Le BKPyV produit des micro ARN
supprimant l'expression d’ULBP3, un ligand du récepteur activateur NKG2D, ce qui a pour

conséquence d’inhiber I'action cytotoxique des cellules NK (Bauman et al., 2011).
2. La réponse immunitaire adaptative

2.1 La réponse humorale

La réponse humorale anti-BKPyV est tres efficace. En effet, I'infection par le BKPyV pendant
I’enfance induit une production d’anticorps neutralisant et une étude menée sur des individus sains a
montré une présence d’anticorps spécifiques du BKPyV chez 87% des jeunes individus (20-29 ans) et
71% des individus plus agés (50-59 ans)(Egli et al., 2009). Chez les patients transplantés rénaux, la
présence d’anticorps neutralisants dirigés contre le virus réactivé diminue le risque d’évolution vers
la virémie (Solis et al., 2017). Malgré cette production d’anticorps neutralisants spécifiques, jouant
un role dans la neutralisation du virus circulant, ils ne sont pas suffisants pour contréler la
réactivation et les maladies associées au BKPyV chez les patients immunodéprimés (Comoli et al.,

2013).
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2.2 Laréponse T

Les lymphocytes T, avec leur capacité de cellules mémoires, vont étre les plus a méme de
controler et réagir efficacement a la réactivation d’un virus latent dans I'organisme. Chez les patients
transplantés rénaux, la reconstitution du compartiment T spécifique du BKPyV est associée a un
meilleur contréle de la virurie et de la virémie (Schachtner et al., 2011). Ce contrdle est assuré a la
fois par les LT CD4 et CD8 spécifiques du virus (Renner et al., 2013), et principalement spécifiques des
protéines VP1 et LTAg (Blyth et al., 2011), bien qu’une réponse T existe a la fois chez les individus
sains et les patients transplantés rénaux contre les cinq protéines virales (Binggeli et al., 2007;
Hammer et al., 2006; Mueller et al., 2011; Zhou et al., 2007). Cependant, il a été proposé que la
réponse T était majoritairement CD4 (Trydzenskaya et al., 2011), qui ont un effet de contrdle direct
sur la réplication virale par la production de cytokines pro-inflammatoires comme l'interféron
gamma (IFNy), le facteur de nécrose des tumeurs (TNF) et de la molécule cytolytique Granzyme B. De
plus, il a été montré par des expériences de tri et de re-stimulation in vitro de pool de LT que les LT
CD4 spécifiques pouvaient, a eux seuls, contrdler la réactivation virale et avoir une activité
cytolytique sur les cellules infectées (Weist et al., 2014). De maniére intéressante, plusieurs études
menées sur l'identification des épitopes immunodominants induisant une réponse T CD8 anti-BKPyV
ont abouti a l'identification de trente-neuf épitopes dérivés des genes précoces du BKPyV, dont
certains partagent une forte homologie avec le JCPyV (responsable de leucoencéphalopathie
multifocale progressive), relevant I’'hypothese que la Rl dirigée contre I'un des deux virus peut aussi
étre dirigée contre I'autre (Cioni et al., 2016; Sahoo et al., 2015). L’analyse par séquengage nouvelle-
génération de la répartition des LT dans l'infiltrat inflammatoire rénal de biopsies, comparé aux
cellules sanguines, chez des patients souffrant de PVAN a montré la présence de clones T spécifiques
du BKPyV. Cependant, sept a huit fois plus de clones T alloréactifs sont détectés dans ces biopsies,
suggérant que les dommages rénaux subis lors de la PVAN sont majoritairement dus a I'influx de LT

dépendant de I'immunité alloréactive (Zeng et al., 2016).

V. Les solutions thérapeutiques

Du fait que le BKPyV utilise la machinerie cellulaire pour se répliquer et produire ses
protéines, aucune thérapie antivirale spécifique des protéines du virus n’existe aujourd’hui, comme
c'est le cas avec les traitements anti-herpétiques majeurs. La principale, et la plus efficace,
intervention thérapeutique est donc de moduler le niveau d’immunosuppression du patient en

changeant les doses de son traitement ou en changeant d’'immunosuppresseur, couplé avec un suivi
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régulier des charges virales urinaire et sanguine, pour récupérer un contréle immunitaire sur le virus
(Hirsch et al., 2014; Weiss et al., 2008). Cette stratégie induit cependant un risque accrue de rejet du

greffon.

1. Les immunoglobulines intraveineuses

La prise d'immunoglobulines intraveineuses (IVIG) a été testée comme thérapie contre la
PVAN. Il a ainsi été mis en évidence la présence d'immunoglobulines neutralisant le BKPyV dans ces
préparations et |'utilisation de ces IVIG a été recensée dans plusieurs cas cliniques (Randhawa et al.,
2015; Vu et al., 2015). C’est un cocktail d'immunoglobulines (Ig) humaines dirigé potentiellement
contre de nombreux pathogenes différents car la composition en Ig n’est pas entiérement connue.
Leur efficacité a notamment déja été montrée contre le hCMV ou le virus Epstein-Barr (EBV) (Radha
et al., 2004). L'utilisation d’IVIG participerait donc de maniére passive a I'immunité anti-BKPyV et, d{
a leur effet immunomodulateur, pourrait prévenir le risque de rejet lié a la diminution de

I'immunosuppression (Gelfand, 2012).

2. Le cidofovir

C'est un analogue nucléotidique de la déoxycytidine monophosphate indiqué dans le
traitement des rétinites a hCMV chez les patients atteints du syndrome d’'immunodéficience acquise
(SIDA). Dans les années 2000, il a été utilisé avec succes dans le traitement de la PVAHC (Held et al.,
2000) d’abord, puis de la PVAN (Bjorang et al., 2002). L'inconvénient de cette drogue est qu’elle est
néphrotoxique, il est donc difficile de conclure que I'effet observé sur la résolution d’infections a
BKPyV est di a une action antivirale directe plus qu’a un effet cytotoxique et cytostatique décrit sur
les cellules cibles du BKPyV (lzzedine et al., 2005). Une prodrogue composée de cidofovir couplé a un
lipide, le brincidofovir (CMX001), a fait I'objet d’une étude clinique de phase Ill dans le cadre de
I'infection a Adenovirus. Des études in vitro ont montré moins de néphrotoxicité et un effet

inhibiteur de la réplication du BKPyV plus important (Rinaldo et al., 2010).

3. Le leflunomide

C’est un inhibiteur de la synthese des pyrimidines, soit les bases azotées thymidine, cytosine
et uracile. Cela affecte particulierement les lymphocytes T et B, ce qui en fait un agent
immunosuppresseur. |l a aussi été utilisé comme agent antiviral dans les infections a hCMV et le virus

Herpes Simplex (HSV)-1. Il est préféré au cidofovir car il n’est pas néphrotoxique. Il est souvent utilisé
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pour changer d’'immunosuppresseur lors du diagnostic d’'une PVAN et est toujours préconisé
aujourd’hui car ayant une incidence positive sur la résolution des pathologies pour un certain
nombre de patients (Josephson et al., 2006; Jung et al., 2012; Williams et al., 2005). Son effet
inhibiteur sur la réplication virale a été étudié in vitro et, comme le cidofovir, est fortement associé a
I'effet cytostatique de la drogue sur les cellules cibles plus qu’a une action antivirale directe

(Bernhoff et al., 2010).

4. Les fluoroquinolones

Ce sont des antibiotiques a spectre large qui ciblent les topoisomérases bactériennes. Une
étude rétrospective faite sur un essai clinique consistant a administrer des fluoroquinolones comme
traitement prophylactique au moment de la transplantation rénale a montré que les patients ayant
recu les antibiotiques développaient moins de virémie, suggérant un réle de ces antibiotiques dans
cet effet (Wojciechowski et al., 2012). Cependant, les résultats d’une méta-analyse faite sur les
données recueillies par de nombreux groupes et huit essais cliniques montrent que leur utilisation en

post-greffe n’a montrée aucune efficacité (Song et al., 2016).

5. L’injection de lymphocytes T spécifiques

Le statut d'immunosuppression des patients transplantés rénaux est déterminant dans la
réactivation du virus, impactant fortement la mise en place des réponses immunitaires spécifiques et
notamment la réponse T mémoire, importante pour contréler I'infection. Ainsi, le transfert adoptif
de lymphocytes T spécifiques, stimulés et amplifiés in vitro, pour contrbler et a fortiori traiter les
complications liées au BKPyV a été testé (Blyth et al., 2011; Gerdemann et al., 2012). Une étude
pilote de 2014 destinée a évaluer I'efficacité de I'injection de clones T spécifiques de plusieurs virus,
dont le BKPyV, a des patients transplantés de moelle osseuse démontre une réaction positive chez
94% des patients, avec une quantité de lymphocyte T qui reste maintenue et la disparition des
charges virales a long terme (Papadopoulou et al., 2014). Cette étude a conduit a la réalisation d’un
essai clinique de phase Il avec des résultats tres prometteurs, pour tous les virus concernés (dont le
hCMV, I'EBV et le HSV-6) (Tzannou et al., 2017). L’extension de cette stratégie a la transplantation

d’organes solides doit étre étudiée.
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Les cellules dendritiques humaines

I. Caractéristiques générales

Les DC ont été décrites pour la premiere fois par Paul Langerhans en 1868 comme des
cellules étoilées dans I'épiderme avec de longs prolongements cytoplasmiques, qu’il nomme
neurones intradermiques en raison de leur morphologie caractéristique. Cent ans plus tard, en 1970,
Ralph Steinman et Zanvil Cohn identifient une nouvelle population cellulaire dans une préparation
cellulaire issue d’organes lymphoides secondaires (OLS) de la souris. Leur morphologie et leur
comportement in vitro les meénent a la conclusion qu’elles représentent bien un type cellulaire

unique, qu’ils nomment cellules dendritiques (Steinman and Cohn, 1973, 1974).

Ce sont des cellules spécialisées dans la capture et la présentation d’antigenes, a la fois du soi
et du non-soi, aux LT afin d’initier la Rl adaptative ou de participer a la tolérance (centrale,
périphérique et de greffons). Cette présentation de peptides antigéniques se fait sur les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | pour les LT CD8 et de classe Il pour les LT
CDA4. Les molécules du CMH chez 'Homme sont appelées « Antigenes leucocytaires humains », ou
HLA, et il en existe trois différentes par type de CMH : les HLA-A, B et C pour le CMH-I et les HLA-DP,
DQ et DR pour le CMH-II. Les DC font donc partie des cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Leur
grande capacité a migrer des tissus et organes périphériques vers les OL, via le sang et la lymphe, a la
recherche d’antigenes a présenter aux LT leur vaut aussi le surnom de « sentinelles de I'immunité ».
Recrutées rapidement au niveau des sites d’infections notamment, elles font partie des premieres
cellules qui rencontrent les pathogenes afin de rapidement les capturer, les dégrader et présenter
leurs antigénes pour une Rl efficace. Ces cellules font physiquement le lien entre I'immunité innée et
I'immunité adaptative en permettant, via I'activation des LT, la mise en place de la réponse mémaoire,
indispensable a une protection efficace du corps humain. Bien que toutes les DC aient ce réle de CPA,
elles représentent en réalité une population hétérogene de cellules d’origine, de localisation et de

spécialisation fonctionnelle trés variées (Boltjes and van Wijk, 2014).
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Il. Les sous-populations de cellules dendritiques

Comme toutes les cellules immunitaires humaines, les DC sont issues de cellules précurseurs
générées dans la moelle osseuse qui passent ensuite par le sang et vont entamer leur différenciation.
Comme mentionné précédemment, le compartiment des DC est trés hétérogene et un méme type
de DC peut étre présent dans différents organes ou leur fonction ne sera pas exactement similaire
(Dzionek et al., 2000; Lindstedt et al., 2005; Mcllroy et al., 2001; Segura et al., 2012). Cependant,
basé principalement sur différents marqueurs phénotypiques, il est possible de faire ressortir

plusieurs populations différentes de DC.

Une premiere distinction est faite en fonction de leur localisation : le passage dans le sang
des précurseurs de DC va leur permettre d’aller se localiser dans des tissus spécifiques ou elles
termineront leur différenciation in situ. Les DC peuvent étre retrouvées dans les OL, ou elles vont
avoir pour role de capter des antigénes qui arrivent directement du sang et de la lymphe pour les
présenter aux LT présent dans ces tissus ; on parle de DC résidentes. Elles vont étre distinguées des
DC qui vont aller prendre place dans tous les autres types d’organes et de tissus qui ne sont pas
lymphoides, on parle de DC migratoires. Ces DC vont avoir pour réle de récupérer des antigenes
dérivés de leur tissu respectif qu’elles vont ensuite aller présenter aux LT dans les OL les plus proches
(Boltjes and van Wijk, 2014). Toutes les DC expriment la molécule du CMH HLA-DR et n’expriment
pas de marqueurs de lignage (Lin) telles que le CD3, le CD19 ou CD20 ou encore le CD56. Ainsi dans le
compartiment de cellules HLA-DR" Lin, & I'état basal (non inflammatoire), on distingue trois

populations principales de DC (Collin et al., 2013; Harrison et al., 2011; Ziegler-Heitbrock et al., 2010):

e Les DC myéloides (mDC) exprimant les antigénes myéloides CD11b, CD11c, CD13 et CD33.
Trois populations ressortent dans ces mDC: les mDC CD1c’/antigéne des cellules

dendritiques sanguines (BDCA)-1", les mDC CD141*/BDCA-3" et les mDC CD14".

e Les DC plasmacytoides (pDC) caractérisées par I'expression des marqueurs CD123, CD303 et
CD304. Equipées de détecteurs des acides nucléiques viraux, elles ont comme action
principale la sécrétion d’IFN de type | en réponse aux infections virales (Cella et al., 1999;

Siegal et al., 1999).

e Les cellules de Langerhans (LC) exprimant la langérine (CD207) et le CD1a. La langérine est
une protéine impliquée dans la formation d’une structure spécialisée dans la présentation

antigénique, restreinte a ces cellules, les granules de Birbeck. Ces cellules sont résidentes des



mugqueuses et de la peau, au niveau de I'épiderme, et s’auto-renouvellent a partir de

progéniteurs résidents eux aussi (Merad et al., 2008; Merad et al., 2002).

En conditions inflammatoires, le contenu cellulaire des tissus et OL est grandement modifié par
le recrutement de nombreuses cellules immunitaires. Dans ces infiltrats et fluides inflammatoires,
une population de DC, les DC inflammatoires (infDC), se démarque des autres DC (Segura et al.,
2013). Elles expriment les marqueurs de surface CD1c et CD1a et ont été montrées comme stimulant
les réponses Ty17 in vitro. On retrouve enrichie dans cette population la signature génétique des
MDDC : ces MDDC sont un modele in vitro de DC bien décrit, obtenue a partir de monocytes
différenciés en culture avec un cocktail de cytokine interleukine (IL)-4 et GM-CSF (Sallusto and
Lanzavecchia, 1994). Ce modele est au coeur de mon travail de thése car je I'ai beaucoup utilisé
comme un moyen rapide et reproductible d’obtenir un grand nombre de DC. L'origine monocytaire
des infDC in vivo chez 'Homme reste a déterminer, mais ces données apportent un indice

supplémentaire dans ce sens.

Les pDC et LC ne faisant pas partie du cadre de mon étude, elles ne seront pas plus détaillées

dans la suite de mon manuscrit.

lll.Les cellules dendritiques myéloides

1. Localisation

Les mDC sont retrouvées dans de nombreux tissus et organes, a la fois en tant que DC
résidentes et migratoires. En tant que DC migratoires, les mDC CD1c" et CD141" (pas les CD14") sont
présentes dans le sang, en différentes proportions : la population CD141" représente 5-10% des mDC
du sang, la population CD1c" est la population de mDC majoritaire, représentant environ 45% des
mDC et 1% des cellules mononuclées du sang, le reste des DC sanguines sont des pDC (MacDonald et
al.,, 2002). Les mDC ont été détectées dans le derme grace aux marqueurs de surfaces HLA-DR et
CD1a (Lenz et al., 1993; Nestle et al., 1993), mais aussi dans différents organes tel que le foie, les
poumons, les intestins ou le rein (Haniffa et al., 2012; Schlitzer et al., 2013; Woltman et al., 2007). En
tant que DC résidentes, elles sont retrouvées dans plusieurs OL comme les ganglions lymphatiques, la
rate et les amygdales (Lindstedt et al., 2005; Veldsquez-Lopera et al., 2008). Ici encore, les DC CD14"
font exceptions: ces cellules ont été décrites originellement comme des «DC
interstitielles/dermales », migrants a partir de la peau (Lenz et al., 1993; Nestle et al., 1993). Elles

peuvent dérivées des monocytes, d’ou I'expression du CD14, et ont en commun avec les DC le

marqueur « Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin » (DC-
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SIGN ; CD209) et avec les macrophages le marqueur FXIIIA et le CD163 (Haniffa et al., 2009; Ochoa et
al., 2008). Aussi, ces cellules n’ont pas été décrites dans les OLS et leur capacité a y migrer semble
réduite car n’exprimant que de faibles niveaux de récepteur aux chimiokines C-C (CCR) 7 (Angel et al.,
2006). La plupart de ces observations dérivent d’analyses par cytométrie en flux, certaines de
I’analyse de marquages immunohistologiques et sont reportées dans la figure 7 (Hornell et al., 2006;

Masten et al., 2006; Ochoa et al., 2008; Wang et al., 2014; Woltman et al., 2007).
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CD141

Figure 7: Marquages immunohistologiques des mDC dans différents organes humains. Les
antigenes de surface du lignage myéloide ont été détectés sur des coupes de tissus humains sains par
immunohistochimie ou immunohistofluorescence. Marquages CD11c (rouge) et HLA-DR (vert) sur
une coupe de derme (A), d’'amygdales (CD1c rouge et HLA-DO vert ; B) et sur une coupe de peau (C).
Marquage CD1c sur une coupe de rein (D), de poumon (E) et de peau (F). Marquage CD141 sur une
coupe de rate (G). Les fleches indiquent un marquage représentatif (modifié de Hornell et al., 2006;
Masten et al., 2006; Ochoa et al., 2008; Wang et al., 2014; Woltman et al., 2007).
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2. Propriétés

2.1 La présentation antigénique

La fonction primordiale des mDC, et des CPA en générale, est de capturer, dégrader et
présenter des molécules antigéniques sur leurs molécules du CMH grace a leurs capacités
protéolytique et d’endocytose (McCurley and Mellman, 2010). Ces antigénes sont présentés aux LT
CD4 ou CD8 afin d’initier et polariser la Rl adaptative, engageant les LT dans une voie de
différenciation leur conférant des propriétés spécifiques en fonction de la situation et permettant
aussi la génération de lymphocytes mémoires (Amigorena, 1999; Jongbloed et al., 2010). Il existe

trois voix d’apprétement :

e La voie endogéne : elle concerne les protéines intracellulaires, autant du soi que celles
produites par les agents infectieux infectant la DC. Ces protéines sont dégradées dans le
cytosol par le protéasome et s’associent aux molécules de CMH dans le RE rugueux
(RER). C’est la voie d’apprétement sur les molécules de CMH-I, destinée a la présentation

aux LT CD8 (figure 8) (Rock et al., 2004).

e Lavoie exogene: elle concerne les antigenes trouvés dans le milieu extérieur, issus de la
matrice extracellulaire, d’agents pathogénes présents dans le milieu ou de débris
cellulaires. Les mDC endocytent ces protéines qui vont étre clivées dans les lysosomes et
ces lysosomes fusionnent avec les vésicules d’exocytose issues de I'appareil de Golgi
dans lesquelles se trouvent les molécules de CMH-II. L'apprétement se fait dans ces
vésicules d’exocytose, qui envoient ensuite la molécule de CMH-II chargée en surface

pour la présentation aux LT CD4 (figure 8)(Yaneva et al., 2009).

e La présentation croisée : c’est le fait que les DC présentent aux LT CD8 des antigenes
exogenes sur leurs molécules de CMH-I. lls peuvent notamment étre originaires de virus
infectant d’autres cellules alentours ou de tumeurs. Cette voie de présentation implique
I’endocytose de I'antigéne exogene (comme dans la voie exogéne) et sa sortie dans le
cytosol pour étre clivé par le proteasome et étre ensuite apprété sur la molécule de
CMH-I dans le RE (comme dans la voie endogene). Cette voie de présentation est
essentielle a linitiation de réponses T CD8 cytotoxiques spécifiques du non-soi
(Amigorena and Savina, 2010). Toutes les DC sont capables de faire de la présentation
croisée, cependant, les mDC CD141" ont été décrites comme étant les plus efficaces

(Jongbloed et al., 2010).
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Figure 8 : Schéma des voies de présentation des antigenes endogénes et exogenes. Les deux voies
de présentation des antigénes sont représentées avec la voie endogene qui permet I'apprétement de
peptides dégradés par le protéasome sur les molécules de CMH-I dans le RER et la voie exogéene qui
permet I'apprétement de peptides dégradés dans les lysosomes sur les molécules de CMH-II (modifié
du livre « Kuby Immunology, Seventh Edition », de Owen, Punt et Stranford, 2013).
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2.2 Détection des signaux de danger

Les mDC sont équipées de nombreux récepteurs qui servent a détecter les signaux de
dangers qui les entourent. Ces signaux de dangers peuvent étre des composants trés conservés des
membranes, capsides ou enveloppes des pathogéenes, ainsi que des acides nucléiques, appelés des
motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP). lls peuvent aussi dériver de cellules mourantes
qui libérent leur contenu cytoplasmique et des débris cellulaires dans le milieu extérieur ; ces signaux
de dangers, dits « stériles » en raison de I'absence de pathogenes impliqués, sont appelés motifs
moléculaires associés aux dommages (DAMP). Ces signaux sont détectés par les récepteurs de
reconnaissance des motifs (PRR). Il existe de nombreux PRR détectant spécifiguement certains types
de signaux, ils peuvent étre membranaires ou solubles, intracytoplasmiques ou extracellulaires. Les
PRR représentent une grande famille de récepteurs qui vont, pour la plupart, conduire a la
transduction de signaux intracellulaires, activant des voies de signalisations telle que la voie des
protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK) conduisant a I'activation de facteurs de
transcriptions comme le facteur nucléaire kappa B (NFkB), facteur de régulation de I'lFN (IRF) 3 et 7
ou la protéine activatrice (AP)-1 et a la production de protéines inflammatoires (IFN, cytokines) et
antimicrobiennes (peptides antimicrobiens) ou a la phagocytose des agents infectieux (Bowie and

Unterholzner, 2008; Froy, 2005; Fukata et al., 2009). On compte dans cette famille :

e Les récepteurs ressemblant a Toll (TLR) : c’est la premiére famille de PRR a avoir été
découverte. Il en existe treize chez 'Homme et détectent de nombreux PAMP
différents, autant des génomes viraux que des composants de la paroi bactérienne
(Kawai and Akira, 2010). Par exemple le TLR4 détecte le lipopolysaccharide, un

composant des parois bactériennes, les TLR7 et 8 détectent les ARN simple brin.

e Les récepteurs lectines de type C (CLR) : il en existe quinze chez ’'Homme et ce sont
des récepteurs spécifiques de motifs sucrés (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009). Par
exemple le CLR DC-SIGN, exprimé par certaines DC, est impliqué dans la

reconnaissance de différents virus enveloppés comme le VIH-1 ou le hCMV.

e Les récepteurs ressemblant au gene | inductible par I'acide rétinoique (RLR) : trois
sont connus chez 'Homme (le géne | inductible par I'acide rétinoique (RIG-I), la
protéine 5 associée a la différenciation du mélanome (MDAS5) et la protéine
laboratoire de génétique et physiologie 2 (LGP2)). Ce sont des PRR solubles, présents

dans le cytoplasme de nombreuses cellules, qui sont cruciaux dans la détection des
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ARN viraux double brin comme ceux du virus Influenza ou le virus Ebola (Loo and

Gale, 2011).

e Les récepteurs ressemblant a Nod (NLR) : ce sont des PRR cytosoliques activés par
les PAMP et DAMP intracellulaires. Certains de ces NLR, au lieu d’avoir une action sur
le programme transcriptionnel de la cellule, vont activer des protéases responsables
de la conversion de procytokines en cytokines actives qui, une fois sécrétée, vont

jouer un réle dans la mise en place de I'inflammation (Davis et al., 2011).

2.3 Maturation

Suite a la détection des signaux de dangers ou a la phagocytose des agents infectieux, les
mDC vont passer d’un état immature - caractérisé par des capacités de phago/endocytose, de
dégradation et d’apprétement des molécules antigéniques - a un état mature, spécialisé dans la
présentation des antigénes apprétés et la stimulation des LT. Cet état mature induit donc un
changement du programme transcriptionnel et de la morphologie des mDC (Dalod et al., 2014). Elles
vont activer la production des molécules du CMH pour I'apprétement, des molécules de co-
stimulation B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) et le CD40, qui servent a amorcer la différenciation des LT en
trouvant a leur surface leurs ligands respectifs : les molécules du CMH interagissent avec le récepteur
des cellules T (TCR ; appelé signal 1), le couple CD80/CD86 se lie au CD28, le CD40 se lie au ligand du
CD40 (CD40L), induisant un signal activateur et de survie chez les LT (appelé signal 2). Cette
rencontre avec les LT est appelée le « priming » des LT. Pour aller rencontrer les LT dans les OLS, les
mDC expriment fortement le CCR7, le récepteur aux chimiokines ligand a motif C-C (CCL)-19 et 21
produites dans les ganglions lymphatiques, et qui permet la migration des mDC du lieu de rencontre
avec l'antigéne aux OLS. Les mDC permettent d’induire la différenciation des LT CD4 et CD8 en un
type de LT appelé « helper » (T,) et en lymphocytes cytotoxiques (CTL), respectivement. Il existe
plusieurs types de Ty, dont les mieux décrits sont les Ty1 et les Ty2. Ces lymphocytes ont comme
action d’influencer I'activité de différents types cellulaires tel que les LB, les macrophages et d’autres
LT, par la sécrétion de cytokines. Les T 1 ont une activité pro-inflammatoire alors que les Ty2 ont une
activité anti-inflammatoire. Un autre type de Ty, les Ty17, a été décrit. Ces cellules ont des actions
pro-inflammatoires et protégent contre les infections fongiques et bactériennes (Korn et al., 2009).
Les CTL vont quitter les OLS et se rendre aux sites d’infections pour y détruire les cellules infectées.
Le « priming » des LT est un mécanisme complexe qui met en jeu a la fois la DC présentant I'antigéne

et le LT lui-méme quand stimulé par la DC : la maturation de la DC et le contact entre le LT et la DC

51



induit chez ces cellules la production et la sécrétion de nombreuses cytokines indispensables a un

éme

bon « priming » car dispensant le 3°"° signal de différenciation aux LT (Jongbloed et al., 2010; Kaiko
et al., 2008; Kapsenberg, 2003; Manh et al., 2013). La figure 9 résume ce phénomeéne de « priming »

des LT en prenant I'exemple d’un LT CD4 stimulé par les molécules de CMH-II.

Type 1
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IFN-y
/%9 Naive T, cell @ TNF-B
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S \ IL-13
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Figure 9 : Schéma du « priming » et de la polarisation d’'un LT CD4 en T,1 ou Ty2. Les mDC activées
par la détection de PAMP ou de facteur inflammatoires dans les tissues (TF) maturent et produisent
les molécules de CMH-II, dispensant le signal 1 en interagissant avec le TCR, les molécules de co-
stimulation CD80/86 et CD40, dispensant le signal 2 en interagissant avec leur ligands respectifs a la
surface du LT, et la production de cytokines polarisantes, dispensant le signal 3 en se fixant a leur
récepteurs sur le LT (Kapsenberg, 2003).

2.4  Sécrétion de cytokines et immunomodulation

Comme mentionné précédemment, les mDC vont sécréter un certain nombre de cytokines
suite a la maturation. Les cytokines sont une famille de molécules solubles sécrétées dans le milieu
extérieur qui se fixent a leur récepteur, sur les cellules exprimant ces récepteurs, et qui induisent
chez ces cellules des adaptations via la transduction de signaux par ces récepteurs et I'induction de
programmes transcriptionnels (Raman et al.,, 2011). On trouve dans cette famille des cytokines
appelées chimiokines: ce sont des cytokines chimiotactiques qui induisent le recrutement de
populations cellulaires, au niveau des sites d’infection notamment, en fonction d’un gradient qu’elles
forment (Bonecchi et al., 2009). Elles ont des actions trés diverses sur un trés grand nombre de types
cellulaires différents: elles peuvent étre endocrines, paracrines ou autocrines et agir sur la

différenciation, la prolifération, le recrutement, I'expression de récepteur a des chimiokines, a
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d’autres cytokine ou a elle-méme (Hemont et al., 2013). Dans le cadre du « priming » des LT, par
exemple, les mDC vont sécréter un certain nombre de cytokines polarisantes tel que I'lL-12, une
cytokine pro-inflammatoire orientant vers la voie Tyl et augmentant I'activité des CTL (Gee et al.,
2009), ou I'lL-10, une cytokine anti-inflammatoire qui orientera les LT vers la voie Ty2 (Fickenscher et
al., 2002). La liste des cytokines produites par les mDC et leurs actions est retranscrite dans le tableau

I (inspiré du livre « Kuby Immunology, Seventh Edition », de Owen, Punt et Stranford, 2013).
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Tableau Il. Cytokines et chimiokines produites par les mDC matures et leurs effets

IL-13 Pro-inflammatoire, induction de fievre et stimulation de la

production de neutrophiles

IL-6 Pro-inflammatoire, régule la fonction des LB et LT (induction
deT,1)

IL-10 Anti-inflammatoire, anti-T,1

IL-12 et IL-18 Pro-inflammatoire, pro-T,1, induit production d’IFNy par LT

et augmente l'activité cytotoxique des CTL
IL-15 Induitla prolifération des cellules NK et des LT
IL-23 Pro-T 17
Induit I'expansion des CD4 naifs, action synergique avec I'IL-
27 12 pour la production d’IFNy
Aide les réponses immunes antivirales, augmente
IL-28 (IFNA 2/3) et IL-29 (IFNA 1) I'expression des molécules du CMH-I et I, stimule Ia
prolifération des LT régulateurs

IL-30 Estla sous-unité p28 de I'lL-27

Induit la production des cytokines pro-inflammatoires ainsi

que l'expression des molécules du CMH-1 et Il et les
IL-36 molécules CD80/CD86 par les mDC, induit la production

d’IFNy, d’IL-4 et d’IL-17 par les LT

Anti-inflammatoire, inhibition de la réponse immunitaire
IL-37 o

innée

Induit la résistance aux infections virale, inhibe Ia
IFNc et IFNP prolifération cellulaire, augmente I'expression des molécules

de CMH-I sur les cellules voisines
TNFo Médiateur de I'inflammation et des fonctions immunes
APRIL Stimule la prolifération des LT et LB
BAFE Aide la prolifération des LB stimulés, induit la différenciation

et la survie des LB immatures

CXCL-8 (IL-8) Attire les neutrophiles, promeut la phagocytose

CXCL-10 Attire les monocytes, macrophages, LT, cellules NK et les DC
CCL-3 Attire les granulocytes

CCL-4 Attire les cellules NK et les monocytes

CCL-5 Attire les LT, les eosinophiles et les basophiles



3. Cellules dendritiques myéloides et virus

Ainsi, de par leur localisation dans de nombreux tissus d’interfaces avec I'environnement et
de nombreux organes, les mDC font partie des premieres cellules qui vont entrer en contact avec les
agents infectieux qui parviennent a outrepasser les barrieres naturelles du corps humain. Au cours
du temps, les agents pathogénes ont co-évolués avec leurs hotes, s’adaptant pour survivre chez ces
hotes. Certaines de ces adaptations sont I'évasion et le détournement des défenses immunitaires,
notamment I'exploitation des fonctions des cellules dendritiques. Cette partie de lintroduction
s’attellera donc a décrire les interactions qui existent entre les mDC et les virus, plus particulierement
avec les papillomavirus (de proches cousins des PyV) et avec les PyV. Leur description a, pour la

plupart, été faite par des expériences in vitro ou ex vivo (Pollara et al., 2005).

3.1 Transmission de virus via les mDC

De nombreux types différents de virus ont été décrits comme détournant les fonctions des
mDC a leur avantage, notamment l'utilisation de la lectine de surface exprimée par les mDC, DC-
SIGN, pour infecter leurs cellules cibles : Le VIH-1 a été montré comme interagissant avec DC-SIGN,
permettant ainsi la trans-infection des LT CD4, c’est-a-dire le fait d’infecter une cellule cible grace au
contact que va établir la mDC avec cette cellule (Geijtenbeek et al., 2000). De plus, la production de
la protéine virale Nef dans les mDC infectées induit la surexpression de DC-SIGN (Sol-Foulon et al.,
2002). Le virus Ebola se sert aussi de DC-SIGN rapidement au cours de son infection pour trans-
infecter les LT qu’il infecte (Alvarez et al., 2002). Le hCMV a été montré comme pouvant infecter les
mDC via DC-SIGN, les rendant réfractaires a la surexpression des molécules de co-stimulation et s’en
servant de moyen de propagation cellule a cellule via la trans-infection (Halary et al., 2002; Haspot

et al., 2012; Raftery et al., 2001).

3.2 Papillomavirus

Les papillomavirus humains (HPV) sont de proches cousins des PyV. Initialement, les deux
familles de virus étaient classées dans une seule famille, les Papovaviridae, avant de se rendre
compte qu’ils représentaient deux familles bien distinctes. Ces virus sont présents chez I’'Homme au
niveau des muqueuses, notamment génitales, et sur la peau. Certains des papillomavirus sont
transformants et sont les agents étiologiques du cancer du col de l'utérus. En fonction de leur
tropisme et de leur pouvoir transformant, ils sont classés en trois groupes (Bouvard et al., 2009; Khan

et al., 2005) :
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e Muqueux et génitaux a fort potentiel carcinogéne (HPV-16, 18, 31 et 45 sont

responsable du cancer du col de I'utérus chez I’'Homme)
e Mugqueux et génitaux a faible potentiel carcinogéne (HPV-6 et 11)

e (Cutanés (HPV-1, 2, 3, 4 et 5, par exemple, sont responsables de lésions cutanées

bénignes et de verrues)

Le lien existant entre les papillomavirus et les DC a beaucoup été étudié a des fins de
développement de vaccins, notamment des vaccins préventifs contre le cancer du col de l'utérus.
Plusieurs études utilisant des VLP, des protéines virales ou encore des peptides immunodominants
ont montré que les papillomavirus sont internalisés par les mDC (Bousarghin, 2005) qui vont acquérir
un phénotype mature, induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et des réponses T
spécifiques, a la fois Ty1 et cytotoxiques (Lenz et al., 2001; Murakami et al., 1999; Rudolf et al., 2001;
Santin et al., 1999). Ces études montrent donc un fort potentiel activateur des HPV-16 et 18 sur les
mDC, permettant la mise en place d’une Rl efficace contre ces virus. Cela a conduit au
développement et la commercialisation de deux vaccins pour prévenir le cancer du col de I'utérus.
L'étude in vitro de I'action de ces vaccins a, par ailleurs, montrée une collaboration étroite entre les
mDC et les cellules NK pour la mise en place de la réponse immunitaire protectrice (Langers et al.,

2014; Van den Bergh et al., 2014).

3.3 Polyomavirus

Peu d’études ont été menées pour caractériser les interactions qui existent entre les PyV
humains et les mDC humaines. Dans le but de proposer I'utilisation de VLP de PyV dans des vaccins
ou comme aide a la réponse anti-tumorale, plusieurs études ont été menées sur des modeles murins
utilisant les DC murines et le polyomavirus murin (MPyV). Conjointement, ces études ont montrées la
capacité du MPyV a infecter les DC murines, par détection de la production des protéines virales
LTAg et VP1, leur conférant une capacité accrue a stimuler les LT CD8 (Drake Ill et al., 2001). Le
chargement de DC murines avec des VLP chimériques de MPyV présentant I'antigéne spécifique de la
prostate (PSA) humain fusionné aux protéines VP2/3 et leur injection dans des souris présentant des
tumeurs exprimant le PSA permet de prévenir la pousse des tumeurs et I'induction de LT CD8
spécifique du PSA. Les mémes observations ont été faites avec des immunisations par des peptides
de I'ovalbumine, avec en plus I'observation d’une réponse T CD4 (Bickert et al., 2006; Eriksson et al.,
2011). Dans le cadre de la vaccination, I'étude de I'injection de pDC incubées avec des VLP MPyV

chimériques avec la protéine fluorescente verte améliorée (EGFP) a montré I'induction de réponses T
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CD4 et CDS8, associée a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les splénocytes des souris
traitées et immunisées avec les VLP-EGFP ou une EGFP recombinante (rEGFP) (Fri¢ et al., 2008).
Ensemble, ces résultats montrent une efficacité des VLP MPyV chimériques a induire des réponses
immunitaires pouvant servir au contréle des tumeurs ou a I'amélioration des stratégies de
vaccinations. Concernant les études menées sur ’'Homme ou les primates non-humains, il a été
montré que des MDDC de macaque rhesus étaient capable de maturer en contact avec du virus
simien 40 (SV40) inactivé chimiquement alors qu’elles semblent non réactive au SV40 infectieux. Les
auteurs avancent I'hypothése d’une capacité du SV40 a manipuler la fonction de présentation
antigénique, induisant ainsi une tolérance immune au virus (Changyong et al., 2010). L'étude de
I'interaction de VLP MPyV-EGFP avec des DC humaines montre que les DC peuvent internaliser ces
VLP par des endosomes exprimant |'antigene 1 des endosomes précoces (EEA-1), ces VLP sont
acheminées au noyau et se retrouve proche de la surface 24h plus tard. Cette interaction n’induit pas
la maturation des DC, au niveau des marqueurs phénotypiques de surface, donc pas d’activation des
LT mais les DC humaines et murines sécretent de maniere surprenante de I'lL12p70, la sécrétion de
cette cytokine étant normalement corrélée a I'activation des DC. La conclusion de ces résultats reste
donc une absence d’activation des DC humaines face a des VLP MPyV-EGFP (Boura et al., 2005). Une
étude parue peu apreés s’est intéressée a I'activation des mDC humaines face a des VLP de plusieurs
PyV : le BKPyV, JCPyV, SV40, MPyV et le polyomavirus du hamster (HaPyV). Les résultats montrent
une maturation des DC face aux VLP MPyV et HaPyV mais pas face aux VLP des virus de primate
(Homme et singe), avec une surexpression des marqueurs d’activation de surface ainsi qu’une
sécrétion d’IL-12 et une induction de réponse T CD8 (Gedvilaite et al., 2006). Certains de ces résultats
sont contradictoires mais ce qu’il en ressort, par rapport au cadre de notre étude, est que les mDC
humaines semblent plus prompt a s’activer en présence de VLP de PyV d’espéces différentes et que
les virus de la méme espéce ou d’une espéce proche n’induisent pas d’activation des mDC. Aussi, peu

des ces études se sont intéressées a la relation existant entre le BKPyV et les mDC humaines.

4. Les cellules dendritiques myéloides dans le rein

Plusieurs études ont constatées la présence de mDC dans le rein en situation physiologique
et des modifications de leur comportement en situation pathologique ; suite a une greffe de rein ou

chez des patients réactivant leur BKPyV et déclarant une PVAN.
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4.1 Rein hors infection a BKPyV

L’étude immunohistologique de biopsies rénales saines a mis en évidence différents types de
DC dans l'espace tubulo-interstitiel du cortex rénal et a proximité des glomérules rénaux par des
marquages des molécules DC-SIGN, BDCA-1, BDCA-2 et CD68. Ces marquages ont donc permis
d’identifier a la fois des mDC et des pDC, formant un réseau dense autour des tubules et des
glomérules rénaux. Il a aussi été observé que ces populations se retrouvent augmentées chez des
patients greffés en rejet ou souffrant de néphropathie a IgA (Woltman et al., 2007; Zuidwijk et al.,
2012). Ces résultats montrent donc la présence de mDC, majoritairement CD1c", dans le tissu
interstitiel rénal, qui est augmentée en condition pathologique, et a proximité notamment des
tubules rénaux, lieu de persistance du BKPyV. Plus précisément, les cellules hétes décrites du BKPyV
sont les hRPTEC. Plusieurs études ont montrées qu’il existait des interactions entre les hRPTEC et les
mDC : la capacité de maturation et de stimulation des mDC, sous forme de MDDC ou de DC BDCA-1*
isolées du sang, a été évaluée en présence d’hRPTEC autologues stimulées avec de I'IFN-y. Cette
étude montre une capacité réduite des DC a maturer, exprimant peu de molécules d’activation
membranaires, et une sécrétion accrue d’IL-10, empéchant la polarisation Ty1 des LT (Kassianos et
al., 2012). Une autre étude a montré le recrutement fractalkine-dépendant des mDC CD1c" récepteur
aux chimiokines 1 & motif C-X-C 3 (CX3CR1)" par les hRPTEC inflammatoires exprimant la fractalkine
qui, sous sa forme membranaire, promeut I'adhésion et la rétention de ces mDC aux hRPTEC et dans
le rein, respectivement (Kassianos et al., 2015). Ainsi, ces études montrent que les mDC, déja
présentes dans le rein en conditions physiologiques, sont recrutées en plus grand nombre dans le
rein inflammatoire et vont se retrouver en contact direct avec les hRPTEC, les cellules hotes du

BKPyV.

4.2 Le cas de la PVAN

Deux études du méme groupe se sont intéressées a |'effet de la transplantation et de
I'infection a BKPyV sur le niveau des DC du sang périphérique (PBDC) (Womer et al., 2010; Womer et
al., 2005). La premiere étude montre que les patients transplantés rénaux ont un niveau de PBDC
diminué post-transplantation comparé au temps avant la greffe et que les patients déclarant une
PVAN ont un niveau de PBDC plus faible que les patients avec une fonction du greffon stable. Les
auteurs font I'hypothese que le niveau de PBDC pré ou post-transplantation peut étre prédictif du
risque de développer une PVAN. Leur deuxieme étude vient confirmer en partie cette hypothese en
montrant une corrélation entre le niveau de PBDC pré-transplantation et le risque de virémie post-
transplantation : une déficience du niveau de PBDC avant greffe induit un plus fort risque de

développer une virémie et in fine une PVAN (le statut virémique des patients étant associer au risque
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de développement de la PVAN). Un complément a ces résultats pourrait étre apporté par une étude
récente dans laquelle I'infiltrat inflammatoire sur des biopsies rénales de patients développant une
PVAN ou un rejet médié par les LT a été analysé par immunohistologie pour leurs populations
cellulaires immunitaires (Yapici et al., 2015). Cette étude montre une augmentation significative du
nombre de mDC BDCA1" chez les patients présentant une PVAN, |a ou les autres populations (LT,
LB...) restent inchangées. De plus, ces mDC sont détectées a proximité des tubules infectées par le
virus. Ces résultats posent donc pour la premiére fois I’hypothése d’un réle des mDC BDCA1" dans la
physiopathologie de I'infection a BKPyV. En relation avec les deux études présentées au début du
paragraphe, on peut imaginer que le défaut de mDC décrit dans le sang des patients atteints de
PVAN soit en fait caractéristique d’'une migration de ces cellules qui se retrouvent au niveau des sites

de réactivation dans le rein.

Hypotheése de travail

L'objectif de ma thése a donc été d’étudier, décrire et caractériser |'interaction qui peut
exister entre les mDC humaines et le BKPyV avec le postulat que ces cellules peuvent étre impliquées
dans la physiopathologie de son infection et plus particulierement dans un transport du virus hors du
rein, lors de la réactivation, participant in fine a I'établissement de la virémie. Cette hypothese se
base sur plusieurs arguments avancés dans cette introduction : les mDC ont été décrites comme
faisant partie intégrante de I'interstitium rénal en conditions physiologiques et comme infiltrant le
rein en conditions inflammatoires et spécifiquement chez les patients souffrant de PVAN. Suite a ce
recrutement, elles vont se retrouver a proximité des hRPTEC, les cellules réservoir du virus. De plus
les mDC sont des cellules dont les fonctions ont été montrées comme étant détournées par de
nombreux virus a leurs avantages, notamment pour trans-infecter leurs cellules cibles via leur
interaction avec les mDC, et il est avancé par certains chercheurs une capacité des PyV a échapper a
la détection par les mDC. Ainsi, nous proposons que les mDC qui vont se retrouver dans un
environnement inflammatoire riche en virions suite a la destruction des hRPTEC, dans lesquelles le
virus se réplique aprés réactivation, vont étre en mesure de capter ces particules virales sans étre
activées et, lié aux stimuli inflammatoires, migrer hors du rein en emportant avec elles ces particules
virales, participant ainsi a I'établissement de la virémie. Cette hypothése n’est, par ailleurs, pas
mutuellement exclusive de I’'hypothese de la fuite du virus dans l'interstitium rénal via des lésions de

la membrane basale avancée par le Pr Hirsch (Nickeleit et al., 2000).
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Résumé de la publication

Les cellules dendritiques myéloides sont réfractaires au polyomavirus BK mais

le transmettent a des cellules permissives

Afin d’évaluer la potentielle implication des mDC dans la physiopathologie de I'infection a
BKPyV, j’ai dans un premier temps profité du modele des MDDC, bien décrit et maitrisé au
laboratoire (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). J'ai pu constater la capacité des MDDC a fixer des
particules virales fluorescentes (sous forme de VLP ou du virus infectieux) a leur surface par
cytométrie en flux. Pour savoir si cette fixation menait a I'internalisation des VLP dans les MDDC, j’ai
réalisé des expériences d’internalisation des VLP a 37°C et les cellules ont été analysées par
différentes techniques d’imagerie. Une cinétique d’internalisation m’a permis d’estimer Ia
dynamique de rapprochement des VLP du noyau des cellules, laissant penser que les particules sont
internalisées par les MDDC. Des co-marquages de la membrane plasmique avec les VLP ou les
particules infectieuses et du noyau analysés par microscopie confocale a haute résolution m’ont
permis de détecter les deux types de particules virales entre le marquage nucléaire et membranaire,
attestant ainsi de l'internalisation des particules. J'ai précisé mes observations en analysant
I'internalisation des particules par MET et j’ai constaté que les particules virales étaient internalisées
dans deux types de vésicules : de grandes vésicules rondes et des structures tubulaires issues de la
membrane plasmique. En cherchant a caractériser phénotypiquement ces vésicules, j’'ai constaté la
co-localisation entre les VLP fluorescentes et les marqueurs de compartiments d’endocytose EEA-1 et
GRAF-1, ainsi qu’avec la CTxB. EEA-1 est caractéristique des endosomes précoces pouvant
correspondre aux vésicules rondes observées en MET. GRAF-1 est un marqueur de vésicules
d’endocytose moins classiques impliquées dans la voie d’internalisation CLIC/GEEC, une voie
d’endocytose indépendante des vésicules a clathrine et des cavéoles. Les co-marquages observés
étaient souvent proche de la membrane et pour certains se prolongeaient dans le cytosol, formant
un compartiment pléomorphe pouvant correspondre aux vésicules tubulaires vues en MET. De plus,
la co-localisation avec la CTxB, ayant été montrée comme étant internalisée dans les cellules via des
vésicules GRAF-1, me confirme une implication de la voie CLIC/GEEC dans l'internalisation des
particules du BKPyV dans les MDDC. En tant que CPA, les mDC sont équipées de PRR pour détecter
les intrusions de pathogénes dans I'organisme. J'ai voulu évaluer la capacité des MDDC a s’activer
face a une stimulation par les particules virales du BKPyV, en tant que VLP et de virus infectieux, via

la surexpression des molécules de co-stimulation a leur surface,
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analysée par cytométrie en flux. Comme déja montré auparavant, les VLP n’ont pas induit
d’activation des MDDC ; mais j'ai aussi constaté I'absence de réponse face aux virus infectieux,
suggérant une ignorance des DC face au virus. Le virus pouvant étre internalisé par les DC, j'ai étudié
dans la méme expérience i) si le BKPyV pouvait infecter les MDDC et ii) si les MDDC étaient capables
de transférer le virus aux hRPTEC, i.e. trans-infection de hRPTEC. Par I'absence de marquage du LTAg
dans les MDDC infectées, j'ai conclu que les MDDC n’étaient pas permissives a l'infection par le
BKPyV. En revanche le marquage LTAg dans le noyau et la détection de VP1 dans les extraits
protéiques de hRPTEC incubées avec des MDDC chargées en virus m’a permis de constater la
capacité des MDDC a transférer le BKPyV aux hRPTEC. Afin d’étendre nos observations a des
populations de mDC plus relevantes physiologiquement, j’ai reproduit mes expériences sur du sang
total d’individus sains ainsi que sur des mDC CD1c" triées du sang d’individus sains et de parties
saines de reins tumoraux. Afin d’identifier de potentielles cellules porteuses du BKPyV dans le sang,
j’ai incubé du sang total avec des VLP fluorescentes et ai constaté que les monocytes CD14", les mDC
CD11c" et les LB CD19%, dans une moindre mesure, étaient capable de fixer les VLP. Pour clarifier
cette observation, j’ai isolé pas tri immuno-magnétique les mDC CD1c’ du sang et confirmé cette
fixation. J’ai ensuite entrepris de tester mes expériences précédentes sur ces cellules isolées du sang
et ai constaté que, comme les MDDC, les mDC sanguines ne s’activent pas suite a la stimulation par
les particules virales, elles ne sont pas permissives au BKPyV mais permettent elles aussi la trans-
infection de hRPTEC. Ces expériences de fixation et de trans-infection ont aussi été réalisées avec des
mDC rénales. La reproduction de mes résultats sur ces cellules représentant un point clé de notre
hypothese. J'ai ainsi observé la capacité des mDC rénales a fixer les particules virales, comme les
MDDC et mDC sanguines, leur non permissivité et leur capacité a permettre la trans-infection. Enfin,
pour ouvrir sur un cadre clinique, je suis retourné vers du sang, de patients transplantés rénaux et
tres virémiques cette fois, afin de trier six populations cellulaires dans les cellules mononucléées du
sang périphériques (PBMC) et essayé d’'y détecter le génome du BKPyV par gPCR, pouvant ainsi
ouvrir la voie vers l'identification de populations porteuses du virus dans le sang des patients. J'ai
ainsi détecté du génome du BKPyV dans les fractions de monocytes et de LB dans les PBMC de ces

patients.

Ces résultats représentent donc un premier pas vers la description d’un role des mDC, mais
aussi des monocytes ou des LB, dans la physiopathologie de I'infection a BKPyV en tant que véhicule
ou de réservoir utilisé par le virus pour permettre le maintien et la pérennité de son infection. Des
études in situ, sur des biopsies rénales de patients transplantés virémiques ou ayant développés une

PVAN, sont envisagées et permettront de préciser et d’avérer I'implication de ces cellules.



Méthodologie

Ce paragraphe décrira les expériences réalisées lors de ma thése, dont les résultats sont
présentés dans la publication en soumission a suivre. Les méthodes de génération et de contréle
qualité des outils utilisés sont décrite dans la section « Methods » de I'article. Le tableau Ill en fin de
section récapitule les anticorps utilisés dans les expériences et les tris cellulaires faits par cytométrie

en flux.

Interaction du BKPyV avec les DC

Pour tester la capacité des MDDC et des mDC CD1c" isolées de sang ou de rein a fixer le
BKPyV, 1.10° DC ont été incubées avec 2 doses de VLP de BKPyV génotype b2 ou de BKPyV infectieux
de la souche Dunlop (génotype la) couplées a I'Alexa Fluor®647: 1.10° VLP/cellule et 1.10"
VLP/cellule. L'incubation a duré une heure a 4°C pour limiter la plasticité membranaire et I'activité
cellulaire afin de rendre compte d’une fixation en surface des cellules. L'exces de particules virales a
été lavé trois fois en tampon phosphate salin (PBS) complémenté avec 0,1% (vol:vol) d’albumine de
sérum bovin (BSA). Les cellules contrbles de cette expérience, incubées dans les méme conditions,
sont des cellules HEK293 TT (lignée de cellules épithéliales rénales humaines ; contréle positif), les
cellules LNCaP (lignée de carcinome de la prostate ; controle négatif) et les hRPTEC, qui ont servi
dans un premier temps a vérifier la fixation des VLP avant de répéter les expériences sur des lignées

plus faciles a cultiver. La fluorescence des VLP fixées a la surface des cellules vivantes (DAPI

négatives) a été mesurée par cytométrie en flux.

Internalisation du BKPyV dans les MDDC

Une cinétique d’internalisation du BKPyV par les MDDC a été testée en incubant pour chaque
temps 4.10° MDDC avec une dose de 1.10* VLP fluorescentes/cellule pendant une heure a 4°C dans
un premier temps. L'excés de VLP a été lavé trois fois en PBS 0,1% BSA. Aprés cette heure
d’incubation, 4.10° MDDC sont fixées dans une solution de PBS complémentée a 3,7% (vol:vol) avec
du paraformaldéhyde (PFA) pendant dix minutes a température ambiante (RT) avant d’étre lavées et
incubées avec une solution a 1pg/mL de DAPI pour colorer le noyau des cellules. Ces cellules sont
ensuite déposées dans une goutte de milieu de montage Prolong™ sur une lame de verre et montées
avec une lamelle de verre. Ces cellules représentent le TO de I'expérience. Les autres MDDC sont
ensuite incubées a 37°C dans leur milieu de culture RPMI 1640 complémenté a 2% (vol:vol) avec de
I'albumine humaine et a chaque temps de I'expérience, i.e. 5, 30, 120 et 360 minutes, les cellules

sont lavées de leur milieu, fixées, colorées au DAPI et montées entre lame et lamelle. Les cellules
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ainsi préparées sont observées en microscopie confocale, des images sériées de chaque cellule sont
prises a chaque temps et I'analyse des images a été faite avec le logiciel Imaris : pour attester de
I'internalisation des VLP, le nombre de VLP éloignées de plus de 500nm ou proche de moins de

500nm du noyau est mesuré a chaque temps.

Afin de vérifier que les VLP internalisées étaient bien présentes dans le cytosol des cellules
(entre la membrane plasmique et le noyau), cette expérience a été répétée avec des VLP et des
particules virales infectieuses dans les mémes conditions que précédemment (uniquement a un
temps de trente minutes), en ajoutant un marquage fluorescent de la membrane avec I'agglutinine
de germe de blé (WGA) couplée a I'Alexa Fluor®488. Cette lectine végétale se fixe aux molécules
glycoconjuguées portant des acides sialiques, comme on en trouve dans le glycocalix membranaire
entourant les cellules. En incubant les cellules fixées pendant dix minutes a RT avec une solution a
5ug/mL de WGA dans du PBS, on obtient en microscopie un marquage fin en bordure de cellule
rendant compte de la morphologie de la membrane plasmique. Les cellules ainsi marquées sont
observées en microcopie confocale a haute résolution, permettant de prendre des images plus
résolutives, donc plus précises de nos cellules afin d’éviter le plus de biais liés a la technique quant a

la détection des signaux fluorescents de nos molécules d’intérét (membrane, VLP, BKPyV).

Pour préciser d’autant plus nos observations, 5.10° MDDC ont été incubées & une multiplicité
d’infection (MOI) de 1 virus/cellule (MOI 1) ou une quantité équivalente de VLP (basée sur une
concentration en nombre de particules/mL) pendant trente minutes. L’excés de particules virales est
lavé trois fois avec du PBS 0,1% BSA et les cellules sont fixées avec du PBS 1,6% (vol:vol)
glutaraldéhyde pendant une heure a RT. Les cellules sont ensuite culotées a 4000 tours/minute
pendant vingt minutes avant d’étre déshydratées et imprégnées dans une résine d’epon afin d’en

réaliser des coupes ultra-fines et de les observer en MET.

Caractérisation des vésicules d’endocytose du BKPyV dans les MDDC

Pour caractériser les deux types de vésicules d’endocytose observées en MET, 4.10°
MDDC/puits ont été adhérées dans des microlames huit puits traitées a la poly-L-lysine pendant deux
heures & 37°C dans du RPMI 1640 2% albumine humaine. 1.10* VLP fluorescentes ont été ajoutées
dans trois puits et une solution a 2ug/mL de CTxB couplée a I’Alexa Fluor®555 dans du PBS a aussi été
ajoutée dans I'un de ces puits, pour trente minutes supplémentaires a 37°C. Les cellules ont été
lavées trois fois avec du PBS, fixées dix minutes a RT avec du PBS 3,7% PFA, lavées et la membrane a
été marquée avec la solution a 5pg/mL de WGA fluorescente. Elles ont ensuite été perméabilisées

avec une solution de PBS 0,1% BSA 0,1% (vol:vol) Triton X100 pendant 15 minutes a RT. Apres deux
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lavages les cellules ont été saturées avec une solution de PBS a 3% (vol:vol) de sérum normal de
chevre pendant une heure a RT, la solution a été retirée et les deux puits sans CTxB ont été
complétés avec, respectivement, une solution de PBS 0,1% BSA a 4pg/mL d’anticorps anti-GRAF-1
(Novus Biological) et d’anticorps anti-EEA-1 (BD Biosciences) pendant la nuit a 4°C. Le lendemain, les
cellules sont lavées deux fois et une solution d’anticorps secondaires est ajoutée pendant une heure
a RT. Enfin, aprés deux lavages, le noyau a été marqué avec une solution de PBS a 1ug/mL de DAPI.
Les cellules ainsi marquées sont observées directement dans la microlame par microscopie confocale
et les images obtenues ont été déconvoluées avec le logiciel NIS elements servant a |'acquisition des
images : un algorithme de déconvolution intégré au logiciel permet de nettoyer le bruit de fond de

fluorescence des images et ainsi une analyse de colocalisation plus fine.

Analyse de la maturation des DC

Les MDDC et mDC CD1c" sanguines étant des CPA, la rencontre avec un agent pathogéne est
supposée induire un signal d’activation et de maturation dans ces cellules, caractérisé entre autre par
la surexpression a la membrane de molécules de costimulation tel que le CD86 ou la sécrétion dans
le milieu de cytokines de polarisation tel que I'lL-10 ou I'IL-12. Nous avons donc testé la réponse des
DC face aux particules virales du BKPyV en incubant 4.10° DC avec des doses de 1.10° VLP ou BKPyV
infectieux/cellule et avec une solution de PBS a 100ng/mL de lipopolysaccharide bactérien et 1pug/mL
de R848 (deux ligands des TLR 4 et 7/8 respectivement) qui représente un contrdle positif de
maturation. Les cellules ont été incubées vingt-quatre heures a 37°C dans leur milieu RPMI 1640 2%
albumine humaine puis les cellules ont été récupérées et culotées a 1500 tours/minute, le
surnageant de culture des MDDC a été récupéré et la quantité d’IL-10 et d’IL-12p70 sécrétée dans le
milieu a été dosée par ELISA en suivant les recommandations du fournisseur des kits de détection
(BD Biosciences), et les DC ont été incubées avec des solutions d’anticorps pendant trente minutes a
4°C : des anticorps anti-CD40 (clone 5C3), 80 (clone L307), 83 (clone HB15e), 86 (clone 1T2.2), CCR6
(clone 11A9) et 7 (clone 3D12) et HLA-DR (clone G46-6) ont servi a mesurer par cytométrie en flux le
niveau d’expression des marqueurs d’activation respectifs étudiés sur les cellules vivantes (DAPI

négatives).

Etude de la trans-infection de hRPTEC par des DC chargées en virus et de la

permissivité des DC

Pour savoir si les MDDC et les mDC CD1c’ isolées de sang ou de rein peuvent servir de
transporteurs au BKPyV, nous avons étudié leur capacité a transférer le BKPyV avec lequel elles ont

interagit a d’autres cellules. Cette expérience nous a aussi permit de tester la capacité du virus a
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infecter les DC. L'expérience a été réalisée dans deux formats de plaques : des plaques 24 puits
(notées P24) et des plaques 6 puits (notées P6). 5.10" (P24) et 2,5.10° (P6) hRPTEC ont été semées
dans les plaques. Le lendemain 2.10° (P24) et 4.10° (P6) MDDC ont été incubées a une MOI de 0,1
(P24) ou avec 2.10° unité infectieuses (P6) de BKPyV pendant deux heures a 37°C dans leur milieu
RPMI 1640 2% albumine humaine puis lavées trois fois avec du PBS 0,1% BSA. En paralléle, 1.10°
(P24) ou 2.10° (P6) MDDC sont incubées seules dans les méme conditions et un puits par plague de
hRPTEC est infecté a une MOI de 0,1. Chaque puits est lavé trois fois en PBS 0,1% BSA a la fin de
I'incubation. Ensuite, 1.10° (P24) et 5.10° (P6) MDDC seules sont déposées dans un puits de chaque
plaque, 1.10° (P24) et 5.10° (P6) MDDC chargées en virus sont déposées seules dans un puits ou dans
un puits avec un tapis de hRPTEC dans chaque plaque et remises a 37°C. Les P24 sont récupérées
apres sept jours. Les MDDC sont adhérées sur une lame de poly-L-lysine et I'infection par le BKPyV
est détectée par un marquage fluorescent de la protéine précoce LTAg analysé par microcopie
optique, en suivant un protocole standard publié par Moriyama et Sorokin en 2009. Les cellules des
plaques P6 sont récupérées apres trois, cing, sept et neuf jours de culture et des extraits protéiques
sont réalisés en tampon de lyse RIPA (50mM d’hydrochloride de tris, 150mM de chlorure de sodium,
0,1% de dodécylsulfate de sodium, 0,5% de déoxycholate de sodium, 1% de triton X100, 1mM
d’acide éthyléne diamine tétraacétique, dans 50mL d’eau) avec un cocktail d’inhibiteur de protéases
a 0,5% (vol:vol) : le culot de cellule est repris dans le RIPA+cocktail d’inhibiteur et agiter pendant
trente minutes a 4°C, le lysat est ensuite centrifugé a 12 000 tours/minutes a 4°C et le surnageant
contenant I'extrait protéique est récupéré. Les protéines sont séparées sur gel d’électrophoréese de
polyacrylamide-dodécylsulfate de sodium et transférées sur une membrane de nitrocellulose. La
membrane a ensuite été incubée avec des anticorps dirigés contre la protéine virale tardive VP1
(Abcam) et la protéine de ménage B-actine (Santa-Cruz Biotechnology) et révélés par des anticorps
couplés a la peroxydase. Cette expérience de trans-infection avec détection de la protéine LTAg
aprées sept jours de culture a aussi été réalisée avec des mDC isolées de sang et de rein dont les
quantités ont été adaptées en fonction du nombre de mDC récupérées (en respectant les

proportions indiquées dans ce paragraphe).

Etude des populations cellulaires sanguines fixant le BKPyV

Du sang total d’individus sains a été incubé avec des VLP fluorescentes a une concentration
de 2,5ug/mL pendant quarante-cing minutes a 4°C, avec ou sans une solution de bloqueur des
récepteurs au fragment Fc des Ig commerciale (Miltenyi Biotec) afin de s’affranchir d’'une éventuelle
fixation de particules virales opsonisées par des anticorps neutralisants présents dans le sérum des

individus sains potentiellement séropositifs . Le sang est ensuite lavé et différentes sous-populations
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des PBMC sanguines ont été marquées par des anticorps fluorescents : CD45 (clone J33, marqueur
commun aux PBMC), CD3 (clone UCHT1, LT), CD14 (clone 322A-1, monocytes), CD11c (clone BU15,
mDC), CD19 (clone SJ25C1, LB), HLA-DR (clone L243, marqueur des DC), CD123 (clone 9F5, pDC) et un
cocktail d’anticorps Lignage dirigé contre les cellules du lignage lymphoide. La fixation des VLP est

analysée pas cytométrie par la suite.

Détection du génome du BKPyV dans les sous-populations de PBMC de

patients transplantés rénaux virémiques de la cohorte nantaise par PCR

quantitative

Six populations présentes dans des PBMC congelées de patients transplantés rénaux suivis au
CHU de Nantes ont été triées par cytométrie en flux basé sur leur viabilité (cellules DAPI négatives) et
leur expression de marqueurs de surface : CD1c (clone L161, mDC), CD3 (clone OKT3, LT), CD14
(clone M5E2, monocytes), CD19 (clone SJ25C1, LB), CD123 (clone 9F5, pDC) et NKp46 (clone BAB281,
cellules NK). L'ADN (virale et génomique) de chaque population cellulaire a été extrait en suivant les
recommandations des fournisseurs des kits d’extraction (Macherey-Nagel ou Qiagen) en fonction de
la quantité de cellule triée. La détection du génome viral a ensuite été faite en utilisant un protocole
standard de PCR quantitative utilisé pour le suivie des patients au service de virologie du CHU de
Nantes : 5uL d’ADN purifié est mélangé avec 20uL d’un premix commercial contenant la polymérase
a ADN (Takara Bio Inc), deux paires d’amorces a 0,3uM dirigées contre le géne du LTAg du BKPyV et
le gene de I'albumine humaine, les sondes fluorescentes a 0,1uM associées a chacun de ces génes et
du diméthylsulfoxyde a 2% (vol:vol). Les cycles d’amplification sont comme suit: 95°C 5min,
(dénaturation 94°C 20min, hybridation 57°C 20min, élongation 72°C 20min)x45. Les résultats obtenus
sont normalisés au nombre de copie de I'albumine humaine et exprimés en copies d’ADN/10°

cellules.
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Tableau lll. Liste des anticorps utilisés en cytométrie

Analyse de la maturation des DC

CD40 5C3 FITC 1/100 BD Biosciences
CD80 L307 APC 1/100 BD Biosciences
CD83 HB15e PE 1/100 BD Biosciences
CD86 IT2.2 PE 1/100 BD Biosciences
CCR6 11A9 PE 1/100 BD Biosciences
CCR7 3D12 APC 1/100 BD Biosciences
HLA-DR G46-6 APC 1/100 BD Biosciences
CD45 133 Krome 1/10 Beckman Coulter
Orange
CD3 UCHT1 Alexa 1/40 Beckman Coulter
Fluor®700
CD14 322A-1 FITC 1/5 Beckman Coulter
CD11c BU15 PECy7 1/20 Beckman Coulter
CD19 SJ25C1 PECy7 1/20 BD Biosciences
HLA-DR 1243 APCH7 1/20 BD Biosciences
Brilliant
CcD123 9F5 1/20 BD Biosciences
Violet®711
Lin1 - FITC 1/10 BD Biosciences

Détection du génome du BKPyV dans les sous-populations de PBMC de patients transplantés rénaux

virémiques de la cohorte nantaise par PCR quantitative

CDl1c L161 Alexa 1/20 Biolegend
Fluor®647
CD3 OKT3 Brilliant 1/20 Biolegend
Violet®605
CD14 MS5E2 FITC 1/20 BD Biosciences
CD19 SJ25C1 Brilliant .
BlLe®700 1/20 BD Biosciences
Brilliant -
CD123 9F5 1/20 BD Biosciences
Violet®421

NKp46 BAB231 PE 1/20 Beckman Coulter
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Abstract:

The BK polyomavirus (BKPyV) persists in the human renourinary epithelium. Over
immunosuppressed kidney transplant patients suffer from BKPyV reactivation first
characterized by a viral shedding in urines, i.e. viruria. Uncontrolled BKPyV replication in
kidney leads to a viruria-to-viremia transition that is virus in the blood. Myeloid dendritic cells
(mDC) were recently reported to infiltrate PyV-associated nephropathy lesions. Thus we
hypothesized that mDC could participate to BKPyV infection in reactivating patients. We first
demonstrated that in vitro-generated mDC captured BKPyV through an unexpected GRAF-1+
endocytic pathway. Neither capsids nor BKPyV infectious particles activated mDC. MDDC as
well as tissue mDC re-targeted the virus to primary renal epithelial cells. Finally, we showed
that BKPyV DNA was associated with monocytes and B-cells in the PBMC of kidney
transplanted patients with sustained viremia. This study sheds light on a new role for mDC
and putatively other immune cells in the BKPyV infection in kidney transplanted patients as

well as healthy individuals.
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Introduction

The BK polyomavirus (BKPyV) was the first member of the Polyomaviridae family to be
discovered in 1971 (Gardner et al., 1971). It is a small non-enveloped virus encoded by a
double-stranded circularized DNA genome of approximately 5Kb protected by an icosahedral
capsid mainly composed of the major VP1 protein (Gardner et al.,, 1971; Seif et al., 1979;
Wright and Di Mayorca, 1975). BKPyV productively infects a vast majority of the worldwide
population asymptomatically (Chesters et al., 1983; Egli et al., 2009). Following the primary
infection which mostly occurs during childhood (Brown et al., 1975; Flaegstad et al., 1986),
BKPyV establishes a persistent infection in the renourinary tract (Heritage et al., 1981).
However, evidence of BKPyV persistency and reactivation in salivary glands has emerged from
clinical data showing BKPyV reactivation in HIV-infected individuals suffering from the HIV-
associated salivary gland disease (HIV-SGD; (Burger-Calderon et al., 2014; Burger-Calderon et
al.,, 2016)). In kidney allograft recipients, immunosuppressive conditioning induces BKPyV
reactivation in the kidney tubular epithelium (Hirsch et al., 2002) first leading to viral shedding
in urine, i.e. viruria, as cell-free virions or associated to decoy cells (Drachenberg et al., 1999;
Nickeleit et al., 2000). A sustained infection due to an inadequate immune control was then
shown to most likely cause denudation of the tubular epithelial basal membrane by shedding
of infected epithelial cells leading eventually to the establishment of viremia (Nickeleit et al.,
1999). BKPyV viremia is associated to the occurrence of a polyomavirus-associated
nephropathy or PVAN in up to 10% of kidney-grafted (KTx) patients reactivating BKPyV, i.e.
representing almost 50% of KTx patients (Drachenberg et al., 2004). At that stage, BKPyV is

the first infectious cause of kidney graft loss (Hirsch, 2002; Randhawa et al., 1999).
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Myeloid DC are key players of the induction phase as well as the polarization of the immune
response (see for review (Chow et al., 2011)). As a consequence, it has been proposed that
they could be involved in immune responses against various animal and human
polyomaviruses (Bickert et al., 2006; Changyong et al., 2010; Drake Il et al., 2001; Eriksson et
al.,, 2011). Late stage PVAN, i.e. PVAN-B and —C is characterized by a mild inflammation,
fibrosis and tubular atrophy while early stages are marked by cell infiltrates and inflammation
(Drachenberg et al., 2003; Hirsch and Randhawa, 2013; Kuypers, 2012). Although this infiltrate
was recently shown to contain BDCA-1+/CD1c+ dendritic cells (DC), the most abundant
myeloid DC (mDC) subset in blood and various tissues (Lindstedt et al., 2005; Woltman et al.,
2007; Yapici et al., 2015; Zuidwijk et al., 2012), CD1c+ mDC have been shown to reside in
human kidneys under physiological conditions where they could closely interact with renal
proximal tubular epithelial cells (RRPTEC), a well-known cellular host for BKPyV (Woltman et
al., 2007). Intriguingly, this type of cell-to-cell interaction has already been related to a strong
decrease in DC maturation and retention of DC in the renal tissue resulting in a loss of DC
functions (Kassianos et al., 2012; Kassianos et al., 2015). Moreover the ability of BKPyV
particles to induce activation and eventually DC maturation to readily ensure optimal BKPyV-
derived antigen presentation to T cells was challenged by the demonstration that monocyte-
derived DC (MDDC) were unresponsive to BKPyV viral-like particles (VLP), which consist of
empty capsids lacking minor capsid proteins, i.e. VP2 and 3, and the viral DNA genome
(Gedvilaite et al., 2006). Finally, although no direct interaction between BKPyV and human
blood DC has been demonstrated so far, very few studies previously reported that BKPyV DNA
was associated with PBMC of healthy and HIV+ patients suffering from HIS-SGD, i.e.,
supporting the hypothesis that at least one PBMC subset could capture and transport viral

DNA in the bloodstream of immunocompromised as well as healthy individuals (Azzi et al.,
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1996; Dolei et al., 2000; Sundsfjord et al., 1996). Noticeably, mDC have been widely proposed
to function as a shuttle for various human viruses like HIV (Geijtenbeek et al., 2000), Ebola
(Alvarez et al., 2002) or CMV (Halary et al., 2002; Haspot et al., 2012) thus promoting their

infection.

Based on these data, we hypothesized that mDC could behave as a transporter for the BKPyV
allowing it to escape the renal compartment and to reach the blood stream. Here, we
demonstrated first in MDDC that BKPyV was efficiently endocytosed in macropinosome-like
as well as unconventional GRAF-1+ tubular vesicles. MDDC and blood CD1c+ mDC were clearly
shown to be unresponsive towards VLP and BKPyV infectious particles, suggesting an active
viral-dependent mechanism to escape mDC activation thus contributing to ineffective
immune responses in transplant patients. Moreover, we demonstrated that MDDC and CD1c+
mDC from healthy blood and kidney were totally non-permissive to BKPyV but could promote
trans-infection of BKPyV to hRPTEC supporting a physiologically relevant role for mDC in viral
spreading. In whole blood of healthy individuals, we show that BKPyV VLP were capable of
attaching to monocytes and mDC suggesting a role for those blood cells from myeloid origin.
Finally, various cell subsets were sorted from PBMC of highly viremic transplant patients. A
gPCR analysis revealed that viral DNA could be found in monocytes or B cells. Altogether these
results imply that myeloid cells like mDC and monocytes, but also B lymphocytes, could play

a major role in the spreading of BKPyV from the renal compartment to the blood stream.
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Results

Human monocyte-derived dendritic cells bind BKPyV particles as efficiently as human renal

proximal tubular epithelial cells

In an attempt to address whether human dendritic cells could play a role in the BKPyV
infection, we first tested whether in vitro-generated DC derived from human blood monocytes
(MDDC) could bind BKPyV particles. We produced such VLP composed of auto assembled
major capsid protein VP1 molecules by transiently transfecting HEK293TT cells with a plasmid
encoding the sub-type 1b2 VP1 sequence. VLP purity was checked by negative contrast
transmission electron microscopy (Figure 1A). We then incubated MDDC and human primary
renal proximal tubular epithelial cells (hRPTEC) with comparable doses of fluorescence-
labelled VLP. Both cell types were equally stained, i.e. showed similar MFI, suggesting similar
BKPyV VLP binding abilities (Figure 1B). Interestingly, hRPTEC detached with trypsin or EDTA
were equally capable of binding VLP (Supplemental Figure 1). A quantitative analysis of VLP
binding was then performed on HEK293TT cells, also very permissive to BKPyV infection, and
MDDC from different donors as well as on the LNCaP cell line, already described as non-
permissive to BKPyV infection. As expected, no binding to LNCaP cells could be observed
confirming the absence of appropriate receptors for BKPyV on those cells. Conversely, both
HEK293TT cells and MDDC were able to bind Ib2 VLP in a dose dependent manner (Figure 1C).
Moreover no difference could be observed in the dose-dependent binding of la and IVb1l
genotype-derived VLP compared to 1b2 VLP on those cells (Supplemental Figure 1). These
results were extended to the dose-dependent binding of fluorescence-labelled infectious
BKPyV particles on MDDC (Dunlop strain; Figure 1D). Altogether, these results clearly

established the capacity of MDDC to bind BKPyV VLP from the most frequent circulating
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genotypes in Europe (la and Ib2), and the phylogenetically distant genotype IVb1 known to be
restricted to east Asia. In terms of binding both VLP and infectious particles, MDDC behaved

similarly to permissive renal epithelial cells.

BKPyV particles are rapidly endocytosed in large round-shaped and tubular vesicles in MDDC

When kept as immature cells, MDDC, like all other professional antigen presenting cells,
exhibit high levels of phagocytosis/endocytosis leading to efficient antigen uptake (Sallusto
and Lanzavecchia, 1994b). Based on our previous results, we next wondered whether BKPyV
particles could be internalized into immature MDDC. We first analyzed the distance of VLP to
the nucleus in MDDC at 4°C and after six hours at 37°C. A quantification of VLP displayed as
dots by the Imaris software in Figure 2A demonstrated that VLP were located closer to the
nucleus after various incubation times in physiological conditions. As soon as five minutes at
37°C, there was a significant increase in the amount of VLP close to the nucleus, moving from
approximately 25% of total spots at time 0 to 40% after five minutes. Thereafter, the
proportion of VLP spots <500nm from the nuclear membrane remained close to 40% (Figure
2B). To ensure that VLP were located between the plasma membrane and the nucleus,
confocal imaging was performed on MDDC incubated with either VLP (Figure 2C) or infectious
particles (Figure 2D). The wheat-germ agglutinin (WGA) was used as a plasma membrane
marker and nuclei were also stained with DAPI. Figures 2C and 2D show representative
confocal sections of distinct cells containing few but countable VLP or BKPyV mostly as small
but clearly resolved dots. Unexpectedly, the VLP signal was sometimes located in non-dotted
structures (Figure 2C, asterisks). By reconstructing a cell containing such intracellular

structures in 3D, we could confirm that the VLP fluorescent signal was localized into vesicles
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and tube-shaped structures as well. To clarify this point at a nanometer resolution, similar
experiments were performed but this time cells containing VLP or BKPyV particles were
processed for transmission electron microscopy (TEM). We confirmed that either VLP (Figures
3A, 3B, 3C, 3D and 3E) or infectious BKPyV particles (Figure 3F) were endocytosed into MDDC
in two type of vesicles, large round-shaped vesicles and tubular structures (Figure 3). Some of
these vesicles were reminiscent of sorting endosomes (Figures 3C and 3F). Interestingly,
tubular structures appeared to originate from the plasma membrane, most likely caused by
the accumulation of bound particles on the membrane (Figures 3D and 3E). At higher
magnifications, i.e. x100,000-120,000, no curvature in the plasma membrane could be
observed as already reported for SV-40 (Ewers et al., 2010). From these results we concluded
that both VLP and infectious particles were endocytosed into uncoated large vesicles
resembling macropinosomes already described for instance in herpesviruses internalization
into MDDC (Haspot et al., 2012) and uncoated pleiomorphous vesicles, mostly tubular in
morphology (40-60nm width) suggesting at least in part the use of an unconventional entry

pathway by BKPyV in MDDC.

BKPyV particles are endocytosed into EEA-1+ or GRAF-1+ compartments and partly co-

localize with cholera toxin B subunit in MDDC

Although a recent study reported that BKPyV enters hRPTEC in a caveolin- and clathrin-
independent pathway (Zhao et al., 2016), no consensus exists on BKPyV internalization into
biologically relevant cell types like human renal epithelial cells. By extension nearly no data
were available for DC. We then sought to identify the BKPyV-containing compartments in

MDDC to further clarify how BKPyV particles enter these cells. First, colocalization of VLP with
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clathrin and caveolin was analyzed by classical confocal microscopy but we have not been able
to clearly stain those markers in MDDC. Then subsequent images from cells stained with an
anti-EEA-1 and incubated with fluorescent VLP were deconvoluted to reveal a clear but
incomplete colocalization of EEA-1 and VLP in many cells, highlighting vesicular structures of
various sizes that could be related to the large endosomes evidenced by TEM. Based on the
pixel size for all images, we could calculate that vesicle size ranged from less than 100nm to
roughly 1um diameter in agreement with previous observations made by our group with
larger viruses like hCMV (Haspot et al., 2012). However, all VLP did not colocalize with EEA-1
especially those associated with polymorphous tubular structures (Figures 4A and 4B). So we
attempted to characterize markers that could be associated with the unconventional tubular
structures in MDDC. Based on previous studies, clathrin- and caveolin-independent
endocytosis pathways have been related to the internalization of GPl-anchored proteins,
namely the clathrin-independent carriers (CLIC) and the glycosylphosphotidylinositol-
anchored protein-enriched compartments (GEEC) endocytic pathway (Kirkham et al., 2005;
Sabharanjak et al., 2002). More recently, this endocytic pathway has been associated with the
protein GTPase Regulator Associated with Focal Adhesion Kinase-1 (GRAF1), a Rho-GAP
domain containing protein (Lundmark et al., 2008). We observed relatively abundant VLP-
GRAF-1 colocalization events in most cells. GRAF-1 staining was mostly located close to the
cell surface but sometimes also linked to deeper pleiomorphous structures (Figure 4C; bold
white arrows). Cholera toxin B subunit (CTxB) has been shown to use GRAF-1 vesicles to enter
cells (Lundmark et al., 2008). Moreover, polyomaviruses are known to share a retro transport
endocytic pathway with Shiga and Cholera toxins (Nelson et al., 2013). Thus we looked for
colocalization between VLP and CTxB in MDDC. Interestingly, colocalized spots were detected,

confirming involvement of the CLIC/GEEC pathway and GM1-containing lipid rafts as
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platforms for the BKPyV receptors on MDDC (Figure 4D, thin white arrows). Taken together,
these results showed that BKPyV particles were endocytosed through at least two distinct
pathways into MDDC, the first resembling macropinocytosis with large round-shaped EEA-1+
vesicles and the second characterized by the GRAF-1 molecule, a hallmark of the
unconventional CLIC/GEEC pathway. Whether or not both BKPyV entry pathways are

connected remains to be established.

Human MDDC are unable to sense BKPyV

Like any other antigen presenting cells, MDDC are endowed with sensors for sterile and
pathogen-associated danger signals such as toll-like receptors (TLR) allowing them to switch
from an immature to an activated or mature status. Then matured MDDC become capable of
efficiently presenting antigens to specific naive T lymphocytes (Sallusto and Lanzavecchia,
1994a). Here we wondered whether BKPyV particles either as empty capsids or infectious
virions could act on CD86 expression which is known to be a sensitive indicator of DC viral-
induced activation and maturation (Manel et al., 2010). Immature MDDC from distinct blood
donors were cultured for 24 hour with culture medium only or VLP, BKPyV infectious virions
or medium supplemented with LPS and R848, two TLR agonists respectively triggering TLR-4
and TLR-7/8. The LPS+R848 condition was used as a positive control for activation measured
by the CD86 upregulation at the cell surface. As shown in Figure 5A, contact with BKPyV
particles, either VLP or whole virions, was insufficient to activate immature MDDC.
Accordingly, no IL-10 or IL-12p70 could be detected by ELISA in the corresponding culture
supernatants (Figure 5B). To ensure that other DC activation/maturation markers behaved

similarly, we looked at expression variations of several cell surface makers found on MDDC
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and known to be augmented on activated cells. In line with previous results, no measurable
upregulation of CD80, CD83, CD40, CCR7 and HLA-DR could be observed except for the
LPS/R848 condition, nor was there any alteration of CCR6 expression (Figure 5C). Taken
together these results confirmed that neither VLP nor whole virions could activate MDDC
strongly suggesting that although they were responsive to TLR agonists, MDDC appear to

ignore the presence of BKPyV.

MDDC are not permissive to BKPyV infection but can transfer the virus to human renal

proximal tubular epithelial cells

Since MDDC were capable of capturing BKPyV particles through an unconventional endocytic
pathway, it seemed likely that incoming particles could be protected from degradation.
However whether endocytosed virions could infect MDDC themselves or be transmitted to
permissive cells remained to be explored. Thus we took advantage of a trans-infection assay
that we set up for hCMV studies. Briefly, it consists in incubating MDDC with controlled
amounts of virus at 37°C to allow viral endocytosis or simply adhesion to the plasma
membrane. Then, after extensive washes, unbound virions were removed and loaded MDDC
were subsequently cultured in close contact to a hRPTEC monolayer. At various times after
this contact with MDDC or virus we analyzed all cells by immunofluorescence for the presence
of LTAg in nuclei. As expected, no LTAg staining could be seen in hRPTEC and MDDC alone
(Figure 6A; upper rows). Similarly, none of the MDDC tested became positive for LTAg when
cultured for seven days after being infected with the Dunlop strain (Figure 6A; lowest row and
related inset). In contrast, a large fraction of BKPyV-infected hRPTEC were unequivocally

positive for LTAg demonstrating that the Dunlop strain used here was readily infectious at a

82



257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

low MOL. Interestingly, BKPyV-loaded MDDC were clearly able to trans-infect BKPyV to hRPTEC
as efficiently as in the cis-infection condition, i.e. Dunlop-infected hRPTEC, suggesting that
BKPyV infection was not initiated in MDDC but could occur in hRPTEC through a MDDC-
dependent trans-infection process. We next looked at a late gene product, the VP1 major
capsid protein, in the same setting but at various time points to confirm our previous
observations and also to document the kinetics of infection in both cis- and trans-infection
conditions. As early as day three, VP1 was only detected in hRPTEC cis-infection. At day five,
the protein appeared also in the trans-infection condition. Since VP1 expression peaked at day
five in cis-infected hRPTEC versus day 9 in the trans-infection, we concluded that this delay in
the VP1 appearance might be due to lower amounts of virus in the trans-infection condition
(Figure 6B). Hence, hRPTEC exhibit a large available surface of interaction with viral particles
compared to MDDC at least during the endocytic phase of this assay. Altogether these results
demonstrated that MDDC are non-permissive to the BKPyV Dunlop strains but kept the

potential to redirect the virus to highly permissive cells like hRPTEC.

Ex vivo blood and kidney CD1c+ mDC can carry and transfer BKPyV

Although MDDC display functional similarities with bona fide human myeloid DC, they are now
considered as a model of inflammatory DC rather than organ-residing immature mDC. In an
attempt to extend our previous results to more relevant human DC subsets, we wondered
whether circulating peripheral blood DC could behave as MDDC. To avoid any technical bias,
we incubated fluorescence-labelled VLP with whole blood of healthy volunteers. Cells were
gated as presented in the Supplemental Figure 2. We then evaluated the binding of VLP to

various cell subsets in PBMC by flow cytometry: T (CD3+) and B lymphocytes (CD19+), total
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monocytes (CD14+) as well as myeloid CD11c+ (mDC) and plasmacytoid CD123+ DC (pDC)
among HLA-DR-positive Lin-negative cells. Figure 7A shows representative results obtained on
whole blood. No VLP binding was observed on T lymphocytes and pDC suggesting that those
cells of the lymphoid lineage appeared to be unable to bind BKPyV particles. Conversely,
myeloid cells, i.e. monocytes and mDC, were clearly able to bind VLP. B-cells showed a limited
ability to interact with empty capsids. We quantified these interactions on several healthy
blood donors and similar results were obtained although a certain degree of variability
inherent to human samples was noticed. Here again, VLP significantly stained monocytes and
mDC in whole blood, regardless of the BKPyV serostatus of donors, whereas the other cell
types were left almost unstained (Figure 7B). In order to rule out any effect of anti-BKPyV
antibodies in whole blood samples of BKPyV seropositive donors, we performed this binding
assay in the presence IgG Fc fragment receptor inhibitors. For mDC and monocytes (only data
showing the results for mDC are shown in Figure 7C) no significant difference in the VLP
binding could be observed with or without Fc receptor blockers. To avoid any interference of
blood components to the VLP binding, we sought to isolate blood mDC using a commercial
immunomagnetic cell sorting kit based on CD1c expression. A representative gating showing
sorting efficiency is shown in Supplemental Figure 3A. We formally demonstrated that blood
CD1c+ mDC were capable of binding VLP as well as BKPyV particles (Figures 7D and 7E,
respectively). Next, we showed that CD1c+ blood mDC were also non responsive to VLP or
BKPyV co-incubations based on the absence of CD86 upregulation on those cells (Figure 7F).
Since it was recently shown that CD1c+ renal DC numbers were significantly increased in
BKPyV-associated nephropathic kidneys (Yapici et al., 2015), we next wondered whether renal
CD1c+ DC could be able to bind BKPyV particles like blood mDC. Freshly isolated cells were

prepared for binding experiments from healthy parts of tumor-bearing kidneys. Quality
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control is shown in the Supplemental Figure 3B. We demonstrated first with those cells that
they were also clearly able to bind VLP (Figure 7D) and infectious BKPyV particles of the Dunlop
strain (Figure 7E) in a dose-dependent manner. We finally explored the capacity of CD1c+ mDC
from the blood and the kidney to trans-infect BKPyV virions to hRPTEC. These experiments
were performed similarly to those presented in Figure 5A, i.e. based on the counting of LTAg-
positive cells among total cells. As expected, CD1c+ mDC from both compartments were non-
permissive but were efficient at propagating BKPyV to hRPTEC demonstrating that

physiologically relevant mDC behave like MDDC in our experimental system (Figure 7G).

BKPyV genome is detected in the monocytic and B-cell subsets in PBMC of kidney transplant

patients with sustained viremia

Given that blood mDC and monocytes from healthy individuals were shown to bind BKPyV VLP
or infectious particles, we sought to look for the presence of viral DNA in various cell subsets
in PBMC of ten kidney transplant patients presenting viruria and persistent viremia, i.e. above
6.10* genome copies/10° cells (Table 1). Three of them were not productively infected based
on undetectable viruria and a transient and barely detectable viremia, i.e. only one positive
gPCR. We used FACS-sorting to isolate T- (CD3+) and B-cells (CD19+), monocytes (CD14+), NK
cells (NKp46+) , mDC and pDC (see the Supplemental Figure 4 for the gating strategy) and
performed qPCR on DNA extracted from each cell subset. Unfortunately, no adequate amount
of DNA could be retrieved from extraction for the mDC and pDC fractions due to almost no
sorted cells in expected fractions. Interestingly, DNA could be found only in monocytes and B-
cells from patients with sustained viremia and elevated viruria (Table 2 and Figure 8A). We

then only quantified BKPyV DNA within positive fractions, i.e. either in monocytes alone in
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one patient or in monocytes and B-cells in four patients out of seven with a documented
sustained viremia. Although we could observe a high variability between patients, replicates
were rather homogeneous. Values ranged from 2.10% to almost 3.10° copies/10° cells. The
highest values were attributed to the B-cell fraction of two highly viremic patients but it
remained difficult to link a particular cellular fraction to high BKPyV DNA burdens. Altogether
these results showed that at least monocytes and B-cells in the PBMC of kidney transplant
patients with high sustained viremia could be associated with BKPyV DNA. Whether this
cellular DNA amount was associated to endocytosed BKPyV particles or episomal DNA in

monocytes and B-cells remains to be established.

Discussion

BKPyV replication in the urinary epithelium causes viruria in kidney transplant. It has been
proposed that denudation of the renal tubular epithelium through shedding of infected
epithelial cells could help the virus to leave the renal compartment and reach the blood
stream. In this study, we hypothesized that renal mDC whose frequency specifically increases
in the kidney upon PVAN could also participate in the viral path from the kidney to the blood
by capturing BKPyV particles and targeting them to permissive cells, meaning in turn they
could actively participate to the viral spreading in the host. Our results demonstrated that
mDC indeed endocytosed BKPyV particles through two distinct pathways, notably through an
unconventional GRAF-1-associated route which could be dependent on gangliosides found at
least in part on the DC plasma membrane. Recently, the GRAF-1 marker has been strongly
associated with the CLIC/GEEC pathway which is by definition independent of caveolin and

clathrin as reported previously (Lundmark et al., 2008). Moreover, our results are in line with
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a recent study from Michael Imperiale’s laboratory showing that BKPyV was internalized into
hRPTEC in a caveolin and clathrin-independent manner (Zhao et al., 2016). We have shown
that BKPyV-containing vesicles in MDDC, partially overlapped with CTxB positive endosomes
suggesting the probable participation of ganglioside-enriched lipid-rafts located at the cell
surface in the BKPyV entry process. Interestingly, such an endocytic pathway has already been
reported for SV40 by Ewers and colleagues (Ewers et al., 2010). It was strongly associated to
the GM1 ganglioside in that setting. In parallel, we propose that the tubular endosomes
observed in DC were shaped by the presence of GD1b/GT1b gangliosides, two known
receptors for BKPyV as demonstrated previously (Low et al., 2006). Interestingly, Shiga toxin
and ricin entry inhibitors, known to block the retrograde transport pathway, strongly inhibited
BKPyV infection (Nelson et al., 2013). Similar results were achieved using derlin-1 mutants
(Jiang et al., 2008). Noticeably, as far as we know, all data related to BKPyV entry or
intracellular trafficking have been obtained with epithelial cells originating from kidney like
hRPTEC, Vero or HEK293TT cell lines. Here we present the first data obtained with immune
cells. Although we demonstrated in this study that BKPyV particles were present in two
distinct endosomal subtypes after short term incubations, i.e. 30 minutes at a physiological
temperature, we did not report any connection between those two intracellular
compartments. For example, time-lapse experiments will be necessary to determine whether
the tubular endosomes and the large vesicles containing viral particles are spatially as well as
temporally linked or not. Based on previous results from our laboratory, we hypothesized that
the large EEA-1+ vesicles resembling macropinosomes could be part of the
endosomal/lysosomal pathway that mainly drives the enzymatically-driven antigen
processing in DC (Haspot et al., 2012). We know from clinical observations that

immunocompetent individuals are able to mount efficient anti-BKPyV adaptive immune
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responses (Drummond et al., 1985; Randhawa et al., 2006; Sharma et al., 2006) indicating that
APC, namely DC, effectively process viral antigens to present them to T- and B-cells in vivo. In
this study, we did not investigate BKPyV antigen presentation because we have been unable
to document MDDC and blood mDC activation or maturation when cells were co-cultured with
BKPyV capsids or infectious particles even though they were still capable of responding to a
TLR agonist challenge suggesting limited BKPyV-derived antigen presentation. Our
observations raise an important question about the possible deficiency of MDDC as adequate
sensors for the virus. Since MDDC are totally non-permissive to BKPyV, we ruled out any
possible mechanism relying on viral protein expression since neither early nor late viral
proteins were detected in MDDC and blood mDC upon BKPyV infection. One could speculate
that viral binding on DC could trigger activation signals which mostly lead to type | interferon
responses but simultaneously to inhibitory signals that could counteract activators signaling.
However this remains to be confirmed by investigating sensing mechanisms in mDC.
Understanding these control or escape mechanisms by BKPyV in DC and other target cells
should lead to the development of new strategies to favor sensing and subsequent

appropriate immune responses.

Most results showing data related to infectious particles in this study have been obtained with
the Dunlop strain. We know that data with other viral strains of biological relevance, i.e.
clinical isolates, would have enriched our results. However, we showed that VLP from three
genetically diverse VP1 genotypes, namely 1b2, la and Vb1l behaved similarly in terms of
binding with human epithelial cells and MDDC. Hurdiss and colleagues have shown that cryo-
EM-based 3D structures of BKPyV VLP and infectious particles were so close that one can
expect very similar abilities to bind their cellular receptors though no evidence suggested that

post-entry step might differ due to absence or presence of minor capsid proteins respectively
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(Hurdiss et al., 2016). Therefore, although testing various clinically-relevant strains will be
required to extend our observations, we think that our results reflect an interaction that
should be common to all BKPyV strains, i.e. clinical and laboratory-adapted isolates. In that

context, it might be interesting to explore the impact of archetype vs rearranged strains.

In this study, we demonstrated that VLP bound several blood cell subsets, i.e. monocytes and
mDC, from healthy individuals. A small number of B-cells were also stained in all whole blood
samples but not significantly more than T-lymphocytes, which appeared totally unable to bind
VLP like pDC. Whole blood analyses are unbiased approaches and we could eliminate potential
specific antibody-mediated interference, i.e. Fc-dependent cell binding. To confirm that mDC
or monocytes would be able to capture and transport BKPyV in the blood of kidney-transplant
patients, we sorted the main blood cell subsets from PBMC of patients with sustained viremia.
We also intended to sort mDC and pDC but it turned out to be difficult due to the very low
frequencies of these cell types in transplant patients compared to healthy individuals
(Fangmann et al., 2007; Hackstein et al., 2005; Hesselink et al., 2005; Womer et al., 2005).
Therefore no cellular and viral DNAs could be extracted from these two cellular subsets from
patients’ PBMC. Our results showed that mostly B-cells and monocytes were associated with
low levels of BKPyV genomic DNA. The same samples were analyzed up to four times and
similar qPCR results (Ct) were obtained arguing in favor of a real association between the virus
and those cells. Interestingly, our results confirmed the work published by others where
BKPyV DNA could be found in PBL of healthy blood donors (Azzi et al., 1996; Chatterjee et al.,
2000; Dolei et al., 2000). Such a discrepancy between results in healthy blood donors and
transplanted patients needs to be discussed here. First, the main difference is thought to
reside in the iatrogenic immune suppression of patients that, besides occasionally causing

leukopenia, is known to specifically alter some cellular subsets in the peripheral blood, e.g.
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the myeloid lineage (see for review (van den Bosch et al., 2017)). For example, monocyte
homing and circulation is disturbed by MMF treatment (Weimer et al., 2003). B-cell
proliferation and IgG secretion have also been shown to be negatively regulated by
mycophenolate and everolimus (Ganschow et al., 2001; Karnell et al., 2011). Importantly, we
have been limited in the amounts of collected cells for each transplanted patient, impairing
the quality of DNA extractions for the minor populations like mDC or pDC in accordance with
previous reports (Fangmann et al., 2007; Hackstein et al., 2005; Hesselink et al., 2005; Womer
et al., 2005). Unfortunately, this did not allow us to confirm that blood mDC from patients
could bear BKPyV genomes either as whole particles or episomal DNA. B-cells are numerous
in salivary glands which may serve as an alternative BKPyV reservoir although previous reports
are conflicting (Jeffers et al., 2009; Sundsfjord et al., 1994). We therefore considered that
BKPyV-loaded B-cells may arise from this location rather than the kidney, suggesting that
reactivation possibly occurs concomitantly in both anatomical sites in patients. It would be
interesting then to check for the presence of the virus in saliva of these highly viremic patients
to confirm our hypothesis. In addition, one could expect BKPyV DNA in B-cells from patients
with other transplants characterized by similar IS burdens. Regardless of their original
locations, B-cells have already been described as non-permissive shuttles for JCPyV, a virus
closely related to BKPyV (Chapagain and Nerurkar, 2010). All together, these results strongly
suggest that even though only a barely detectable fraction of B-cells from healthy individuals
appeared able to bind BKPyV particles, B-cells might be of importance in conveying BKPyV
genomes throughout patients. These findings might have implications in the management of
patients by considering the monocytes and B-cells follow-up over time in kidney transplanted

patients. Whether this observation is true in HSCT patients remains to be investigated.
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In summary, our present work is a first insight into the role played by mDC or monocytes and
putatively other immune cells like B lymphocytes as efficient non-permissive vehicles for
BKPyV. Cell-free BKPyV particles might be picked up in the vicinity of infected hRPTEC or even
acquired by those cells from infected cell-derived apoptotic bodies released before cellular
shedding occurs. Our research center has created the DIVAT bio collection, the most
important European validated databank in kidney transplantation (CIC Nantes, CHU Hotel
Dieu, Nantes, France; http://www.divat.fr/biocollection). Biopsies from dozens of patients
diagnosed for PVAN and other non-virally induced nephropathies compared to other acute
and chronic rejection events should help us now to test in situ the conclusions of this in vitro

study.
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Methods

Ethic statements

Fresh human blood samples from healthy volunteers were obtained from the Etablissement
Francais du Sang, the French blood donor bank (EFS, Nantes, France). Biopsies from healthy
parts of primitive renal carcinoma patients and blood samples from kidney transplanted
patients were collected according to institutional guidelines (CPP Ouest authorization,
11/08/2011) and under patients’ informed consent. All samples are conserved in the ITUN bio
collection declared at the french Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche

under the reference DC-2011-1399 (09/05/2011).

Cells

Adult blood monocytes were isolated by elutriation (DTC cell-sorting facility, Nantes University
Hospital/Biogen Ouest, Nantes, France) from healthy blood donors. Cells were differentiated
into monocyte derived-dendritic cells (MDDC) for seven days at 1.10°cells/mL in RPMI 1640
medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) supplemented with 2% human albumin
(vol:vol; LFB SA, Courtaboeuf, France), 20ng/mL recombinant human (rh) IL-4 (CellGenix
GmbH, Freiburg, Germany), 50ng/mL rhGM-CSF (Gentaur, Kampenhout, Belgique) , 2mM L-
glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (P/S, Gibco, thermos Fischer
Scientific, Waltham, MA) adapted from Sallusto et al (Sallusto and Lanzavecchia, 1994b).
Medium was refreshed every three days. Human myeloid BDCA-1+ (or CD1c+) DC were
isolated from blood and kidney by positive immuno-magnetic selection using anti-CD1c

microbeads according to the manufacturer’s instructions with an autoMACS® Pro Separator
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instrument (CD1c+ Dendritic cell isolation kit, human; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) or by flow cytometry sorting with a FACS ARIA (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)
based on CD1c expression (FITC anti-human CD1c antibody, clone L161; Biolegend, San Diego,
CA). Briefly, healthy parts of tumor-bearing kidneys were finely minced and then digested with
Liberase Thermolysin Medium (TM; Roche, Bale, Switzerland) for two hours with reaction
medium exchange after one hour to maximize tissue dissociation. Blood and renal cell
suspensions were then enriched in mononuclear cells by centrifugation on a Ficoll density
gradient (Eurobio Abcys, Courtaboeuf, France) and prepared for the CD1c sorting. Cell sorting
typically yielded >95% purity. Human renal proximal tubular epithelial cells (hRRPTEC; Sciencell
Research Laboratories, Carlsbad, CA) were cultured in EpiCM medium (Sciencell Research
Laboratories), complemented with EpiCGS, 1% P/S (vol:vol) and 0.5% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS, Sciencell Research Laboratories). Human RPTEC were expanded in vitro in
5% heat-inactivated FBS when required and used up to passage six. LNCaP cells (Caliper
LifeSciences, Hopkinton, MA) and HEK 293 TT cells (NCI, Frederick, MD) were cultured in RPMI

1640 or DMEM media respectively, both complemented with 2mM L-glutamine and 10% FBS.

Virus and virus-like particles (VLP) stock preparation

The BK polyomavirus (BKPyV) Dunlop strain of the BKPyV was a kind gift by Dr Christine H
Rinaldo (UiT, Norway). The gla, glb2 and glVb1 VP1 expression vectors were kindly provided
by Dr Chris Buck (NCI, USA). Amplification and purification of the Dunlop strain were adapted
from previously described protocols (Jiang et al., 2008; Moriyama and Sorokin, 2009). Briefly,
hRPTEC (Sciencell Research Laboratories) were infected with BKPyV at 0.5 FFU/cell (focus

forming unit/cell) and sub cultured for four weeks. Cells were harvested, lyzed and cell lysates
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were subjected to purification on a continuous iodixanol gradient (OptiPrep®, Axis Shield
Diagnostics Ltd, Dundee, Scotland), formed spontaneously by layering 39%, 33% and 27%
iodixanol in PBS 0.8M NaCl. VLP production and purification on an iodixanol gradient were
done as described previously (Pastrana et al., 2012). Both viral particles and VLP were labelled
with Alexa Fluor®647 protein labelling kit according to manufacturer’s instructions when

required (Molecular Probes, Eugene, OR).

Infectious and physical titres determination

BKPyV stocks were titrated according to a protocol adapted from Moriyama and colleagues
(Moriyama and Sorokin, 2009). Here, hRPTEC were cultured in 0.5% FBS EpiCM in 24-well
plates up to 60-70% confluency then infected with serial dilutions of infectious BKPyV
suspensions. After 5 days of culture, LTAg expression was revealed by immunofluorescence
(clone PAb416; Abcam, Cambridge, UK). The number of infected cells was determined for each
culture well (100 images per well) on a HCS Arrayscan device (Thermo Fisher Scientific).
Infectious titers were calculated as proposed by Moriyama and colleagues (Moriyama and
Sorokin, 2009). Viral particles were titrated in term of particles/mL using a gNano device (Izon
Science Ltd, Oxford, UK) that count nanoparticles based on the tunable resistive pulse sensing
technology (TRPS). This method is based on a size-tunable pore through which nanoparticles
are driven due to pressure and voltage in an electrolyte solution. Each particle causes a
resistive pulse signal detected and measured by the device software, allowing measurement
of the particle size and concentration of the solution when compared to calibration particles.
It was used to titer BKPyV and VLP diluted in PBS using a NP100 nanopore (detection range

from 50 to 330nm) and CPC70 calibration particles (Izon Science Ltd, Oxford, UK).
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Flow cytometry and cell sorting

Alexa Fluor®647 labelled-VLP were incubated for one hour at 4°C on DC, LNCaP and HEK 293
TT cells, at the indicated concentration, washed two times and fluorescent VLPs bound to cells
were detected by flow cytometry on live-gated cells, i.e. DAPI negative cells. DC were
incubated 24 hours with 1.103 VLP/cell, 1.103 BKPyV particles/cell or with 100ng/mL LPS and
1ug/mL R848 (Invivogen, San Diego, CA). CD40 (clone 5C3; BD Biosciences), CD80 (clone L307,
BD Biosciences), CD83 (clone HB15e, BD Biosciences), CD86 (clone 1T2.2, BD Biosciences),
CCR®6 (clone 11A9, BD Biosciences) and CCR7 (clone 3D12, BD Biosciences) and HLA-DR (clone
G46-6, BD Biosciences) expression on DC was detected to monitor cell maturation. FACS
analyses were mainly conducted on a LSR Il flow cytometer (BD Biosciences). Whole blood
was incubated with or without blockers of Fc fragment receptors (Miltenyi Biotec) and
washed. Fluorescent VLP were incubated at 2.5ug/mL for 45 minutes at 4°C, washed and sub-
population staining was further carried out using fluorescence-coupled antibodies: CD45
(Clone J33; Beckman Coulter, Brea, CA), CD3 (Clone UCHT1; Beckman Coulter), CD14 (Clone
322A-1; Beckman Coulter), CD11c (Clone BU15; Beckman Coulter), CD19 (Clone SJ25C1; BD
Biosciences), HLA-DR (Clone L243; BD Biosciences), CD123 (Clone 9F5; BD Biosciences) and
Lineage (Lin 1; BD Biosciences). PBMC isolated from the blood of highly viremic patients by
Ficoll separation were stained with fluorescent antibodies against six populations and sorted
by flow cytometry with a BD Influx™ : mDC (CD1c, clone L161), T lymphocytes (CD3, clone
OKT3), monocytes (CD14, clone M5E2), B lymphocytes (CD19, clone SJ25C1), pDC (CD123,
clone 9F5) and NK cells (NKp46, clone BAB281). Of note, mDC were sorted on CD19neg cells

in PBMC. Cells were then washed and further prepared for nucleic acid extractions.
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Confocal microscopy

MDDC were incubated with 1.10* fluorescent VLP/cell for one hour at 4°C in culture medium
and washed two times with 0.1% BSA solution in PBS. Four hundred thousand cells were fixed
with a 3.7% paraformaldehyde solution (PFA; Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) in
PBSin a V-bottom 96 well-plate for 10 minutes at room temperature (RT; Time zero condition).
Remaining VLP-loaded MDDC were distributed at 4.10° cells/well and further incubated at
37°C. Incubation was stopped after 5, 30, 120 and 360 minutes. Cells harvested at those time
points were fixed with 3.7% PFA solution in PBS and counterstained with 1ug/mL DAPI solution
in PBS. Cells were then deposited directly into ProLong™ mounting medium (Thermo Fisher
Scientific) as a cell suspension thus avoiding cellular deformation due to adherence to the
glass slide and mounted on a slide. Other MDDC were seeded and adhered in p-Slide 8 well-
slides (lbidi GmbH, Planegg Martinsried, Germany) coated with poly-L-lysine (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO), with 4.10° cells/well for two hours at 37°C then incubated with 1.10*
fluorescent BKPyV particles/cell or with a 2pug/mL Alexa Fluor®555 conjugated CTxB (Thermo
Fisher Scientific) solution in PBS and incubated thirty additional minutes at 37°C. Cells were
then washed twice with PBS, fixed with 3.7% PFA for 10 minutes at RT. Plasma membranes
were stained with 5ug/mL Alexa Fluor®488 conjugated WGA (Thermo Fisher Scientific) in PBS,
then permeabilized with 0.1% BSA, 0.1% Triton X100 in PBS for 15 minutes at RT. Two washing
steps with PBS were carried out between each staining step. After permeabilization,
saturation was done with 3% NGS in PBS for one hour at RT, solution was removed and primary
anti-GRAF antibody (Novus Biological, Littleton, CO) at 4ug/mL or primary anti-EEA1 antibody

(BD Biosciences) in 1% BSA in PBS was added directly and incubated O/N at 4°C. Secondary
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antibody staining was done during one hour at RT and finally nucleus was counterstained with
1pg/mL DAPI. Cells were examined and imaged using a laser scanning confocal microscope
Nikon A1RSi (Nikon, Tokyo, Japan). Digital image stacks images were collected at 60x (NA 1.4)
using NIS elements confocal software and appropriate fluorescence filters. Alternatively,
images were analyzed using Imaris software (Bitplane, Zurich, Switzerland) for cell
segmentation and VLP characterization: briefly, the nucleus was detected as a surface and
VLPs were detected as spots. The distance of spots from the nucleus was assessed
automatically by counting spot numbers below or above 500nm from the nucleus on 3D
cellular modelling. Other image sets were deconvoluted using NIS elements software
algorithms for compartment analyses. Deconvolution allowed for background cleaning and a

finer resolution of colocalization compared to confocal imaging alone.

Super Resolution Structured lllumination Microscopy

Cells were prepared as already described above and then deposited directly into ProLong™
mounting medium (Thermo Fisher Scientific) as a cell suspension and examined using a Nikon
N-SIM microscope with a dedicated oil immersion objective (x100, NA 1.49 Plan Apo). Three
dimensional optical sectioning was done respecting Nyquist sampling rate (15 structure
illuminations per plane, per channel), and super resolution image reconstruction was

performed using Nikon Imaging Software algorithms.

Electron microscopy

97



591

592

593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609

610

611

612

Five million MDDC were incubated with either 1 FFU/cell of BKPyV or an equal amount of VLP,
based on physical titers for each. Cells were also incubated in medium only, for 30 minutes at
37°C. Cells were washed two times with 0.1% BSA solution in PBS, fixed with 1.6%
glutaraldehyde solution in PBS (vol:vol) for one hour at RT. Cells were then pelleted at
4000rpm for 20 minutes before being submitted to dehydration and epon resin impregnation
as already described elsewhere (Haspot et al., 2012). Ultrathin sections were observed on a

JEM 1010 microscope (Jeol Europe SAS, Croissy Sur Seine, France).

ELISA

Supernatants from various MDDC cultures were harvested at indicated times and frozen at -
80°C until being analyzed. IL-10 and IL-12p70 were quantified in those culture supernatants
by ELISA with BD OptEIA™ human IL-10 and IL-12p70 sets following the manufacturer's

instructions (BD Bioscience).

Cis and Trans-infection assays

A day before infection, hRPTEC (Sciencell Research Laboratories, Carlsbad, CA) were seeded
at 2.5x10* cells/cm? in EpiC medium (Sciencell Research Laboratories) supplemented with 5%
FBS. After 24 hours, DC were harvested and further incubated for two hours at 37°C with the
Dunlop strain at 0.1 FFU/cell. Cells were washed three times with 0.1% BSA solution in PBS. In
parallel, 1x10° (P24) or 2x10° (P6) DC were incubated with medium at 37°C and one well of
hRPTEC was infected with 0.1 FFU/cell of BKPyV during two hours and washed 3 times with

0.1% BSA solution in PBS. Infected and uninfected DC were resuspended in RPMI 1640
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(Thermo Fisher Scientific) with 2% human albumin and 2mM L-glutamine, on hRPTEC wells in
EpiCM, 0.5% FBS, at 1x10° cell/cm?. After seven days of culture, DC were collected and let
adhered onto poly-L-lysine-coated glass slides. Infection with BKPyV was assessed by LTAg
staining, on the slide for DC and directly in the wells for hRPTEC, as described before
(Moriyama and Sorokin, 2009). LTAg immunostaining was imaged on an Axiovert Al
epifluorescence microscope (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany) at seven days post-
infection. Cell lysates were prepared from all time points in 300uL of RIPA lysis buffer (50mM
Tris HCl, 150mM NacCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% triton X100, 1ImM EDTA, in
50mL of water). Proteins were separated on a 7.5% SDS-PAGE gel, transferred on a
nitrocellulose membrane and stained for the major capsid protein VP1 (Abcam) and B-actin

(Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas). BKPyV infection of DC was assessed similarly.

Quantification of viral DNA by quantitative PCR

DNA was extracted from each cellular fraction using the Nucleospin® Tissue or Tissue XS
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany) or DNeasy® minikit (Qiagen, Courtaboeuf), depending on
the amount of cells. Viral DNA and the cellular albumin gene were co-amplified using an in
house duplex real time PCR (adapted from previous publications (Bressollette-Bodin et al.,
2009; Bressollette-Bodin et al., 2005)). Briefly, 5ul of purified DNA are added to 20ul of mix
containing 1X premix (Premix Ex Taq, Perfect Real Time, Takara Bio Inc), 0.3uM of each primer
(BKVRG1, BKVRG2, ALB1RG, ALB2RG), 0.1 uM of each probe (BKVSRG, ALBSRG), DMSO 2%.
The amplification program is as follows: hot start activation 5min, 95°C; 45 amplification cycles

(20" denaturation at 94°C, 20" annealing at 57°C, 20’ elongation at 72°C). Standard curve is
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obtained from tenfold dilutions of a mixture of BKPyV plasmid and cellular DNA (Human DNA,

Roche). Viral loads are normalized to albumin gene and expressed as DNA copies/106 cells.

Statistics

Statistical analyses were performed with the PRISM software (GraphPad Software Inc., version
5.04, La Jolla, CA). Almost exclusively one-way ANOVA with multiple comparison tests were
performed to assess significance in this study. Exceptionally, correlation and linear regression
studies, Mann-Whitney or Friedman tests were also applied to some data sets. P-values lower

than 0.05 were considered as significant.

Supplemental material

Supplemental Figure 1: BKPyV VLP bind to HEK293TT cells and MDDC regardless of the

genotype and to hRPTEC in trypsin independent manner.

Supplemental Figure 2: Gating strategy to analyze the VLP binding to PBMC subsets.

Supplemental Figure 3: Purity of freshly isolated CD1c+ DC from blood and kidney.

Supplemental Figure 4: Gating strategy to sort main cell subsets from transplant patients’

PBMC and quantify BKPyV genome copies in each subset.
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Figure 6
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Figure legends

Figure 1: MDDC can bind BKPyV particles in a comparable manner to primary human renal
proximal tubular epithelial cells (hRPTEC). (A) Negative contrast transmission electron
microscopy picture of genotype Ib2 BKPyV VLP. A 200nm scale bar is represented on the
micrograph. (B) Representative flow cytometry histograms showing the binding of
fluorescently-labelled Ib2 VLP to MDDC (empty histograms) and hRPTEC (filled histograms).
Human RPTEC autofluorescence was always identical to the one of MDDC shown here (dotted
line histogram). (C) Empty capsids and (D) infectious particles (Dunlop strain) binding to MDDC
(n=5 donors), HEK 293 TT (n=4 experiments) and LNCaP (n=3 experiments) cells assessed by
flow cytometry using Alexa Fluor®647-conjugated particles. Data are represented as MFI
SEM. Statistically significant results were marked by one or several asterisks according to the
level of significance: *=p<0.05, **=p<0.01, ****=p<0.0001; one-way ANOVA with multiple

comparison tests.

Figure 2: BKPyV particles are rapidly endocytosed in MDDC. (A) MDDC were incubated with
104 Alexa Fluor®647 coupled-VLP per cell during one hour at 4°C, washed and incubated at
37°C during the indicated times. Cells were then fixed and stained with DAPI to reveal nuclei.
Time zero (TQ’) represents cells that have been fixed right after the one hour incubation with
VLP and washes to remove unbound VLP. Image stacks were obtained with a Nikon Al
confocal microscope and treated with the Imaris software. Figure 2A shows representative
analyzed cells containing VLP located above (light blue dots) or below (magenta dots) 500nm
arbitrary distance from the nuclear surface (dark blue=DAPI). (B) Quantification from the
Imaris analysis on isolated cells; each dot on the graph represents one analyzed cell (TO’: n=21;

T5’: n=17; T30": n=16; T120’: n=15; T360": n=11). The Y axis indicates incubation times at 37°C
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after removing excess of VLP. Statistically significant results were marked by one or several
asterisks according to the level of significance: *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001,
***%*=p<0.0001; one-way ANOVA with multiple comparison tests. (C) Confocal images of
endocytosed Alexa Fluor®647 coupled-VLP (panels show three independent cells) or (D) -
BKPyV particles both at 104 particles/cell after 30 minutes at 37°C (magenta). Cellular
membranes were stained with fluorescence-labelled WGA (Alexa Fluor®488 displayed in light
blue) and nuclei were counterstained with DAPI. High resolution confocal images were
obtained from the A1 Nikon microscope equipped with a SIM module. Asterisks indicate tube-
shaped structures. (E) Confocal sections of the same cell showing two tubular structures
containing fluorescence-labelled VLP (marked by 1 and 2). The right panel of this figure is a
surface-rendered reconstruction of the same cell showing the same tubular structures (1 and

2) in 3D.

Figure 3: Transmission Electron Microscopy reveals the BKPyV endocytosis into large vesicles
and tubule-shaped endosomes in MDDC. Micrographs showing ultrathin sections of MDDC
incubated for 30 minutes at 37°C with 104 fluorescent VLP (A, B, C, D and E) or BKPyV/cell (F).
(A) A general view of a representative cell containing dense tubular structures on the left part
of the cell. (B and C) Pleiomorphous or large round vesicles containing VLP are shown at a
higher magnification. (D and E) Micrographs showing VLP internalization from the cell surface
into tube-shaped endosomes. (F) BKPyV particles endocytozed in large vesicles or
pleiomorphous endosomes in a MDDC. Thin and bold arrows indicate particles and tube
formation respectively; asterisk indicate large vesicles resembling macropinosomes.

N=nucleus; mt=mitochondria.
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Figure 4: BKPyV particles colocalize with EEA-1, GRAF-1 and CTxB in MDDC revealing an
unconventional endocytosis pathway. (A) Confocal sections of MDDC incubated for 30
minutes at 37°C with 104 fluorescent VLP/cell (magenta). EEA-1-positive endocytic vesicles
were stained after fixation (green). Nuclei were counterstained with DAPI (light blue). The
colocalization between VLP and EAA-1 is shown in white. (B) RGB profiles along two
measurement lines (1 and 2, showed in Figure 3A) analyzed with the Imagel) software.
Colocalization is represented by merging blue, red (=magenta or VLP) and green histograms
(1 pixel=88nm). (C) and (D) show respectively colocalization of BKPyV VLP with the GRAF-1
marker (bold white arrows) and Alexa Fluor®555-conjugated cholera toxin subunit B (CTxB;
2ug/mL; thin white arrows). Deconvoluted images are presented here. Displayed data are

representative of three independent experiments.

Figure 5: Neither BKPyV infectious particles nor VLP can activate human MDDC. (A) CD86 cell
surface expression was assessed by flow cytometry on immature MDDC (circles) or cultured
with VLP (squares; 1.103 particles per cells), BKPyV particles (triangles; ibid) or a TLR agonist
cocktail (inverted triangles; 100ng/mL LPS and 1pg/mL R848); n=6 distinct blood donors). (B)
ELISA titration of IL-10 and IL-12p70 in the supernatants of immature or cultivated MDDC with
VLP, BKPyV particles or R848/LPS (doses were similar to those employed in Figure 4A) shown
as optical density (OD) at 450nm. (C) Cell surface expression of CD80, CD83, CD40, CCR6, CCR7
and the HLA-DR on MDDC alone (empty bars) or cultured for 24 hours with VLP (grey bars;
103 particles per cells) or LPS/R848 (black bars). Data are represented as MFI + SEM. For each
MFI, background, i.e. autofluorescence, was subtracted to calculate A MFlvalues displayed in
this figure; n=3 except for the HLA-DR staining with n=2 (no statistical test available for this

figure). Statistically significant results were marked by one or several asterisks according to
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the level of significance: ns=non-significant, *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001,

***%*=p<0.0001; one-way ANOVA with multiple comparison tests.

Figure 6: MDDC are not permissive to BKPyV but mediate its transmission to primary hRPTEC.
(A) Epifluorescence microscope images (x10 magnification) showing large T antigen (LTAg)
immunostaining (green) of hRPTEC and/or MDDC in various conditions (displayed as rows),
respectively: hRPTEC alone (medium; non infected), MDDC alone (ibid), BKPyV-infected
hRPTEC (MOI=0.1), non-infected hRPTEC covered by BKPyV-infected MDDC (MOI=0.1; excess
of virus, i.e. unbound virus, was removed by extensive washes) and BKPyV-infected MDDC.
For the last three conditions, insets showing higher magnifications are displayed (x40
magnification). Nuclei were counterstained with DAPI. (B) Western blot analysis of VP1
expression, as a late BKPyV infection event, in cell lysates resulting from identical culture
conditions as presented above. Stripped nitrocellulose membranes were subsequently
incubated to reveal the B-actin as a loading control. Figures 5A and 5B are representative of

three independent experiments.

Figure 7: Non permissive blood and kidney CD1c+ myeloid DC bind and transmit BKPyV to
primary hRPTEC. (A) Whole blood of healthy volunteers was incubated with 2.5ug/mL of Alexa
Fluor®647 coupled-VLP or the same volume of PBS during 45 minutes at 4°C. Excess of VLP
was removed by extensive washes. VLP binding was then assessed by flow cytometry on
monocytes (CD14+), B (CD19+) and T (CD3+) lymphocytes, myeloid (CD11c+ in CD45+, HLA-
DR+, Lin- cells) and plasmacytoid DC (CD123+ in CD45+, HLA-DR+, Lin- cells). The gating
strategy is reported in the Supplementary Figure 2. Representative dot plots showing the VLP

binding on whole blood cell subsets. Percentages of stained cells are displayed in each dot

123



1001

1002

1003

1004

1005

1006

1007

1008

1009

1010

1011

1012

1013

1014

1015

1016

1017

1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

plot. (B) Quantitative analysis of VLP binding to whole blood cell subsets (similar to Figure 6A;
n=4). Mean percentages for each subset are displayed + SEM. (C) Comparison of the VLP
binding abilities of myeloid blood DC with or w/o Fc receptor blockers in whole blood (Miltenyi
Biotech) (n=4). (D) Assessment of the VLP binding to freshly isolated blood or kidney CD1c+
DC at 103 (light grey bars) and 104 particles/cell (black bars) by flow cytometry. Results are
shown as MFI £ SEM (n=4). (E) Flow cytometric analysis of fluorescence-labelled BKPyV
particles binding to freshly isolated blood or kidney CD1c+ DC, i.e. from healthy blood donors
and healthy parts, at least macroscopically, of resected human tumor-bearing kidneys. From
the left to the right, histograms show binding with no virus (empty bars), that is the “control”
condition, and 103 (light grey) and 104 particles/cell (black bars) (n=4). (F) CD86 cell surface
expression was assessed by flow cytometry on freshly isolated blood CD1c+ DC cultured for
24 hours in medium alone (circles) or with VLP (squares; 103 particles per cells), BKPyV
particles (triangles; ibid) or with LPS/R848 (inverted triangles; 100ng/mL LPS and 1ug/mL
R848); n=4 distinct blood donors. (G) Purified blood (grey circles) or kidney (black circles)
CD1c+ DC trans-infection capacities were evaluated as already done in the Figure 5A. Briefly,
the percentages of LTAg+ cells were obtained from a semi-automated counting method
already presented elsewhere within total cells, i.e. DAPI counterstained nuclei (Haspot et al.,
2012). The gating/purification strategies are detailed in the Supplementary Figure 3.Data are
represented as MFI + SEM. Statistically significant results are marked by an asterisk; *=p<0.05,

**=p<0.01, ***=p<0.001; one-way ANOVA with multiple comparison tests.

Figure 8: BKPyV genomes are detected in the CD14+ and CD19+ fractions in PBMC of kidney
transplanted patients with high and sustained viremia. (A) Dot plot showing viruria vs viremia

(log10 copy/ml) for patients analyzed in this study and presenting a latent (n=3) and an active
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1029

1030

1031

1032

1033

(n=7) BKPyV infection. Dotted lines indicate the 95% confidence interval. The linear regression
line and the Pearson’s r shown on the graph were determined with the GraphPad Prism
software. Red triangles indicate patients with a proven PVAN while red symbols indicate
patients with BKPyV DNA in their CD14+ and CD19+ fractions of PBMC. The half-colored circle
(red and white) represents the patient with only BKPyV DNA in CD19+ fraction (see Table 2).
(B) BKPyV genome copy values determined by qPCR (copies/106 cells) in CD14+ and CD19+
fractions of four kidney transplant patients with a sustained viremia. #1 to #4 refer patients’
ID (see Tables 1 and 2). Triangles represent samples of PVAN patients. Data are shown as

replicates of the tested samples; n is ranging from one to four.
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1034  Table 1: Clinical data of kidney transplant patients analyzed in this study

Patients ID LIMA MAMA MOCH BEYA SOAL SEMI MARO (#1) BAGA (#2)  ALGA (#3) DAJE (#4)
KTx date 11/12/2011 11/25/2011 12/28/2010 11/27/2009 03/16/2009 10/14/2011 04/04/2016 04/29/2012 05/15/2017 04/28/2012
Induction therapy ATG? basiliximab ATG basiliximab basiliximab ATG basiliximab ATG ATG ATG
Rejection episode(s) acute AMR? no no no acute TCMR¢ no no no acute TCMR¢ no
First positive viruria (months post-graft) none none none 3 6 0,6 3,3 10 1 1
First positive viremia (months post-graft) nd nd nd 3 6 1,2 6,4 10 3 1
Blood sampling after graft (months) 2 2 8 13 19 9 17,8 13 3 6
Viruria at time of sampling (log10 cop/ml) negative negative negative 51 7,5 9 9,4 9,3 8,4 9,4
Viremia at time of sampling (log10 cop/ml) nd nd nd 3,1 3,1 3,8 4,4 4,8 5,4 5,5
BKPyV infection status latent latent latent active active active active active active active
At the time of sampling:
IS therapy
Tacrolemia (ng/ml) 13,3 8,7 12,6 8,4 no 5,4 4,7 6,2 9,2 9
Ciclosporin A blood level (ng/ml) no no no no 391 no no no no no
Mycophenolate mofetil (mg/d) 2000 1000 MPQO4, 720 no 1500 no MPO¢9, 360 1000 no no
Corticosteroids (mg/d) 10 no 10 5 60 5 no no 10 15
Blood cell count:
WBC (G/L; normal range:5-13) 6,51 6,41 4,9 9,25 12,63 6,09 2,37 7,55 9,28 13,88
Total lymphocytes (G/L; normal range:1.8-7.3) 0,38 3,74 0,76 2,78 1,36 2,29 1,3 1,32 0,88 1,75
Monocytes (G/L; normal range:0.3-1) 0,56 0,08 0,44 0,67 0,64 1 0,19 0,89 0,97 1,26
CD3 (x10e3/ml) nd nd nd nd nd nd 1,169 nd 0,515 1,046
CD4 (x10e3/ml) nd nd nd nd nd nd 0,631 nd 0,334 0,334
CD8 (x10e3/ml) nd nd nd nd nd nd 0,546 nd 0,164 0,651
Creatininemia 352 247 263 159 303 204 135 117 206 243
MDRD¢ 12,3 23 28,7 31 18 29 37 68,5 29,4 20
PVAN occurence, classification no no no no no no no no yes, stB yes, stB
1035 aThymoglobulins, bAntibody-mediated rejection, <T-cell mediated rejection, “Mycophenolic acid, ¢Creatinine clearance (Cockroft-Gault method), nd=not determined
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1036 Table 2: Detection of BKPyV DNA in leukocyte subpopulations from kidney transplant patients with sustained viremia

1037
MARO BAGA ALGA DAJE
Patients ID BEYA SOAL SEMI (#1) (#2) (#3) (#4)
Leukocyte subpopulations
D3+ - - - - - - -
CD19+ - - + + + + +
CD14+ - - - + + + +
NKpd6+ - - - - - - -
mDC nd nd nd nd nd nd nd
pDC nd nd nd nd nd nd nd
1038  nd=not determined
1039
1040
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Supplemental Figure 1: BKPyV VLP bind to HEK293TT cells and MDDC regardless of the genotype and to
hRPTEC in trypsin independent manner. HEK293TT cells (A) and MDDC (B) were incubated with indicated doses
of fluorescent VLP one hour at 4°C and binding was measured by flow cytometry. Data are represented as mean +/-
SEM. (C) hRPTEC were detached from flask with trypsine or 20mM EDTA solution, incubated with 10,000 VLP/cell
and binding was assessed by flow cytometry.
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cytes are selected as CD3+/CD19- and CD19+/CD3- respectively among CD45+ mononuclear white blood cells
(CD45+/SSC-A low). Monocytes were characterized by the CD14 expression in this CD45+/SSC-A low subset. (B)
A second gating strategy was used to analyze myeloid and plasmacytoid blood DC from the same healthy donors.
CD45+/SSC-A low cells were subdivided according to the HLA-DR and Lineage markers. Myeloid DC were CD11c+
cells within the HLA-DR+ Lin- fraction whereas plasmacytoid DC expressed CD123 in a mutually exclusive manngg,
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enrichment evaluation before and after immunomagnetic cell sorting of CD19- CD1c+ myeloid blood DC. (B)
Similar dot plots showing the purity of CD1c+ myeloid DC from resected human kidneys before and after the
FACS-assisted sorting. These results are representative of five different cell isolation from both blood and
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Supplemental Figure 4: Gating strategy to sort main cell subsets from transplant patients’ PBMC and
quantify BKPyV genome copies in each subset. A morphology gating on live cells was performed before

staining PBMC for CD19 and CD3. On the CD19-/CD3- fraction, CD14+ or CD1c+ (mDC) subsets were isolated.

NK cells (NKp46+ cells) or pDC (CD123+).were sorted from the CD14- CD1c- double negative fraction.
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Pour conclure sur ce travail de these, notre étude a montré que les mDC humaines sont
capables de fixer et d’internaliser le BKPyV. Cette interaction n’induit pas de signaux d’activation
conduisant a la maturation des DC et I'internalisation du virus ne conduit pas a une infection de ces
cellules, nous permettant de conclure a une non permissivité des DC a l'infection par le BKPyV.
D’autre part, I'interaction entre le BKPyV et les mDC permet la trans-infection de cellules permissives
; donc le virus, au contact ou internalisé, est transmis a d’autres cellules grace a cette interaction.
Nous avons identifié des voies utilisées pour permettre I'internalisation du virus, a la fois classiques
via des endosomes EEA-1* et non classique via la voie CLIC/GEEC et des vésicules pléomorphes GRAF-
1%, moins bien décrite. Cette étude représente, a ma connaissance, la premiére étude in vitro visant a
caractériser et définir les modalités de l'interaction entre le BKPyV et les mDC humaines ; en
postulant un réle des mDC dans la physiopathologie de I'infection et non pas en tant que CPA ayant
pour but I'établissement d’une Rl anti-BKPyV efficace pour le développement de vaccins. Cette étude
apporte un complément et des perspectives plus approfondies a une hypothese évoquée il y a dix-
sept ans sur l'établissement de la virémie chez les patients transplantés réactivant leur virus
(Nickeleit et al., 2000). L'originalité de ce travail, et le poids du message apporté, réside dans la
vérification et la reproduction des résultats sur trois types cellulaires différents, dont les mDC
sanguines et rénales qui apportent une relevance biologique indéniable a notre étude et que je
considere comme indispensable aux études chez I’'Homme. Cette relevance biologique est encore
amplifiée par les analyses des populations de PBMC de patients virémiques : nous avons,
directement a partir d’échantillons de sang de patients transplantés rénaux ayant une infection a
BKPyV persistante, clairement identifié par qPCR que les populations de monocytes et de LB

sanguines étaient porteuses du génome du BKPyV.

D’un point de vue fondamental, ce travail pose les bases pour des études a venir plus
poussées : le fait que le virus se fixe aux mDC implique une interaction avec un récepteur
membranaire. Deux principaux ont été décrit pour le BKPyV : les gangliosides GT1b et GD1b (Low et
al., 2006). L’identification de la voie d’endocytose CLIC/GEEC utilisée pour I'internalisation du virus et
la colocalisation partielle avec la CTxB nous apporte un premier indice pour I'identification du ou des
récepteur(s) potentiel(s) du virus a la surface des mDC. Cette voie d’internalisation implique des
radeaux lipidiques riches en gangliosides, dans le cas de la CtxB le ganglioside GM1. Ainsi ces radeaux
lipidiques, et les gangliosides qui les composent, semblent aussi impliqués dans I'internalisation du
BKPyV dans les mDC. Cela est a vérifier, notamment par des expériences de spectrométrie de masse
pour étudier la composition en gangliosides des mDC mais aussi en utilisant des anticorps dans le but
de bloquer la fixation du virus aux DC et identifier ainsi le récepteur. Les expériences d’internalisation

des particules virales permettant l'identification des compartiments EEA-1* et GRAF-1* ont toutes été
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réalisées a des temps arrétés et cours, i.e. apres 30 minutes a 37°C. L'imagerie en time-lapse nous
permettrait d’observer directement et de maniere plus dynamique la formation des vésicules
d’endocytose et pourrait nous permettre de savoir si les deux compartiments observés, i.e. les
grandes vésicules rondes et les vésicules tubulaires, représentent deux compartiments bien distinct
au cours du processus d’internalisation, si I'une apparait avant I'autre, ou si I'une « donne naissance
» a l'autre par exemple. En lien avec la trans-infection, il serait intéressant de déterminer si ce
transfert de virus a d’autres cellules implique un retour des vésicules d’endocytose vers la surface de
la DC pour libérer le virus dans une potentielle « synapse » mise en place entre la DC et sa cellule
cible, ce qui pourrait représenter un espace privilégié favorisant I'infection de cette derniére, ou s’il
reste du virus en interaction avec son récepteur a la surface des DC qui va étre transmit ? Ici encore,
les techniques d’imagerie sur cellules vivantes seront primordiales pour visualiser ces phénoménes.
De plus, il serait tres intéressant d’éclaircir le point de I'absence d’activation des DC face aux
particules virales : en effet, les DC utilisées dans les expériences sont bien réactives aux ligands de
TLR utilisés en contréle positif, ce qui veut dire qu’elles sont capables de maturer et de jouer leur réle
de CPA. Le fait qu’un virus non enveloppé, dont la réplication repose entierement sur le
détournement des polymérases et autres protéines cellulaires et dont le génome ne code a priori pas
de protéines d’échappement, semble étre ignoré par les mDC souléve justement la question de
I’existence d’un mécanisme d’échappement immunitaire chez les polyomavirus, comme ¢a a déja été
évoqué pour le SV40 (Changyong et al., 2010). Une premiere piste serait de vérifier au niveau des
voies de signalisations impliquées dans la détection des signaux de danger et menant a la
surexpression des protéines de co-stimulation ou des molécules de CMH, comme la voie NFkB, si
I'interaction avec le virus n’induit aucune phosphorylation ou activation de kinases, pouvant mettre
en évidence une réaction des DC face au virus. Induire des délétions de génes chez le BKPyV et
produire des virus mutés pour certaines des protéines virales pourraient aussi étre un moyen
d’identifier la/les protéine(s) impliquée(s) dans cette ignorance en cherchant a retrouver une

surexpression des molécules d’activation sur les DC en contact avec de tels virus.

Les résultats recueillis sur les cellules ex vivo issues du sang d’individus sains, de patients
transplantés rénaux avec une virémie persistante et de portions saines de reins tumoraux ont permis
de préciser et de mettre en évidence l'implication de plusieurs types de cellules immunitaires
biologiquement relevant dans la physiopathologie de I'infection a BKPyV. Dans le sang, il avait déja
été montré la détection du génome du virus par PCR quantitative dans la fraction de PBMC (Dolei et
al., 2000). Notre étude faite sur six populations triées du sang de patients virémiques affine ces
résultats précédents et précise les populations concernées, en I'occurrence les monocytes et les LB

sont les cellules porteuses du génome du BKPyV dans le sang des patients transplantés rénaux
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virémiques. Dans le sang total d’individus sains, nos expériences de fixation des particules
fluorescentes analysées par cytométrie en flux nous montrent que les monocytes et les mDC sont
capables de fixer les particules virales. Les LB présentent a chaque expérience une proportion fixant
les VLP, mais de maniere non significativement différente des LT qui ne fixent pas les particules
virales du tout. Ces résultats peuvent sembler divergents, pensant que les cellules fixant le virus dans
le sang seront les cellules dans lesquelles nous retrouverons le génome viral chez les patients. En
effet, bien que les LB ne fixent pas significativement les VLP, ils sont indéniablement porteurs du
génome du virus dans le sang des patients virémiques. Malheureusement les tris de mDC chez ces
patients et I'extraction d’ADN par la suite n‘ont pas été concluants, di notamment a la faible
proportion de cette population parmi les cellules sanguines, qui est encore diminuée chez les
patients transplantés rénaux (Womer et al., 2005). Cela dit, ces découvertes mettent en évidence
I'implication des monocytes et des LB comme porteurs du génome viral dans le sang des patients.
Ainsi il peut étre envisagé que ces populations fassent I'objet d’une attention particuliére en clinique,
dans la prise en charge et le suivi des patients transplantés, en suivant leur proportion ou en suivant
une éventuelle réplication du virus dans ces cellules. Les données recueillies sur les mDC rénales
nous prouvent que les mDC résidentes du rein ont la capacité de fixer et de transmettre le BKPyV a
d’autres cellules. L'accés a Nantes a de nombreuses biopsies rénales récoltées pour la biocollection
DIVAT est une formidable opportunité de vérifier et d’approfondir nos observations faites ex vivo

directement in situ.

Ces résultats pris conjointement me permettent de proposer un modele de propagation et
de dissémination du virus dans |'organisme via un transport par les DC rénales représenté en figure 9.
Ce modele est incomplet dans le sens ol nous connaissons les points de passage du virus et les
cellules jouant un réle a ces endroits, mais les recherches futures devront s’atteler a identifier et
préciser les liens qui existent entre ces points de passage, i.e. par quels compartiments et via quels
éventuels types cellulaires supplémentaires le virus passe-t-il afin de rallier le sang a partir du rein ?
Aussi, il serait intéressant de savoir si le virus est capable d’infecter productivement des populations
cellulaires sanguines et d’ainsi se répliquer directement depuis le sang ou non. Il faudrait aussi
identifier si les DC quittant le rein avec le virus sont elles-mémes capables de rallier le sang
directement ou si elles transmettent le virus a d’autres cellules entre temps. Nous pouvons imaginer
par exemple un recrutement des mDC rénales, chargées en virus, par la voie lymphatique pour se
rendre dans les OLS ou elles pourraient transmettre le virus aux LB qui se retrouveraient dans la

circulation sanguine par la suite.
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Figure 9 : Schéma récapitulatif des résultats et perspectives du projet. Les résultats issus de la caractérisation des propriétés de I'interaction des mDC et du
BKPyV sont représentés en noir (fleches et texte). Les questions subsistantes, qui feront I'objet d’études futures, sont représentées en italique et en grisé
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Brevet

Méthodes et composition pour un traitement dirigé par I’ARN de l'infection a

polyomavirus BK (BKPyV)

Un projet collaboratif mené avec le Dr Fabienne Haspot lors de mon doctorat a mené au
développement d’une stratégie d’inhibition de la réplication du BKPyV en adaptant la technologie
des ARN guides (gRNA) couplés a la nucléase Cas9. Les constructions génomiques ont été enfermées
dans des vecteurs lentiviraux et ont servi a transduire des hRPTEC. Ce projet a abouti au dépdét d’'un

brevet dont le document est joint ci-apres.

Brievement, les gRNA indispensables au fonctionnement de la Cas9 ont été développés pour
cibler le géne précoce du LTAg du BKPyV. Sans cette protéine, ou avec une protéine mal conformée,
le virus ne devrait pouvoir se répliqué. La coupure d’un plasmide du génome du BKPyV par le gRNA et
la Cas9 a été vérifiée par un test a 'endonucléase T7. L'inhibition de la réplication virale dans des
hRPTEC transduites ou non par le vecteur lentiviral a été vérifiée par marquage
immunocytofluorescent du LTAg. Enfin, nous avons infecté des hRPTEC non transduites avec les
surnageants des cultures de I'expérience précédente afin d’attester la moindre libération de virions
par les cellules dont la réplication du virus était inhibée par notre stratégie. Ainsi, nous avons vérifié
que notre couple gRNA/Cas9 a bien une action inhibitrice de la réplication du virus, ce qui empéche

la production de virions par les cellules « protégées ».

Sur ce projet collaboratif, j’ai réalisé les expériences in vitro de transduction, infection et ré-

infection des hRPTEC et les marquages immunocytofluorescents du LTAg.
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METHODSAND COMPOSITIONS FOR RNA-GUIDED TREATMENT OF HUMAN
BK POLYOMA VIRUS (BK-PyV) INFECTION

FIELD OF THE INVENTION:
The invention relates to fields of virology and mgparticularly to methods and

compositions for treatment of BK Polyoma Virus (BKA/) infection.

BACKGROUND OF THE INVENTION:

BK virus (BKPyV) infects as many as 90% of the pagon during childhood
without any clinical manifestation unless the immusystem has been compromised.
Asymptomatic reactivations, with urinary sheddiraye described in 5-10% of healthy
individuals and symptomatic reactivations will degen the immune state of the patient. For
instance, within 6 weeks’ post-transplantationyjrey as 15% of allogeneic hematopoietic
stem cell transplanted patients (HSCT) will deve®igV-associated hemorrhagic cystitis
(BK-HC), predominantly of higher grade (4 to 5). Bissociated HC has therefore been
associated with increased morbidity in HSCT recitgeOne to 10% of kidney-transplanted
patient will face a polyomavirus-associated nepatiop (PyVAN) and will need to reduce
their immunosuppressive treatment jeopardizingstimeival of the kidney graft itself. There
IS no antiviral drug with proven clinical efficiep@against BKPyV. Indeed, polyomaviruses
use the cellular DNA polymerase for replication awd therefore uncontrolled by the anti-
viral DNA polymerase. Thus, there is a need to tifiemew strategies to fight BKPyV

infection.

SUMMARY OF THE INVENTION:

The invention relates to a method of inactivatingk& Polyomavirus (BK-PyV) in
cells or organ, comprising exposing cells or thgaarto a composition comprising an isolated
nucleic acid encoding a gene editing complex cosmmgia CRISPR-associated endonuclease
and a guide RNA, wherein the guide RNA is completagnto a target nucleic acid sequence
within the BK-PyV large T antigen (Ag-T) gene. larficular, the present invention is defined

by claims.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:

Inventors hypothesize that the BKPyV’s genome fitsah be a new therapeutic target
using innovative gene editing strategy. The pregsargntion is based on the discovery that
inventors could eliminate or invalidate the BK-Pg€nome from BK infected cells by using
the RNA-guided Clustered Regularly Interspace SRatindromic Repeat (CRISPR)-Cas 9
nuclease system (Cas9/gRNA) in single and multipt®nfigurations. The inventors
identified highly specific target within large tumantigen (Ag-T) gene that was efficiently
edited by Cas9/gRNA, inactivating viral gene expi@s and replication in infected cells.

Indeed, they cloned a gRNA targeting Ag-T gene lasmid allowing lentiviral
production in order to validate their strategy nfected cells. The present results suggest that
Cas9/gRNA can be engineered to provide a speeffiicacious prophylactic and therapeutic
approach against BK-PyV. Interestingly, such anreg@gh is not only useful for definitively
treating BK-PyV-infected patients but could be usegurge a transplanted organ reducing
therefore the risk of the transmission of a BK-Agféction from an BK-PyV-infected donor

to a recipient in need thereof by pretreating ttadtg

Accordingly, in a first aspect the invention relate a method of inactivating a BK
Polyomavirus (BK-PyV) in cells or organ, comprisiexposing cells or the organ to a
composition comprising an isolated nucleic acidogimg a gene editing complex comprising
a CRISPR-associated endonuclease and a guide RNi&reim the guide RNA is
complementary to a target nucleic acid sequendaiwihe BK-PyV large T antigen (Ag-T)
gene.

In particular, the invention relates to an isolatedleic acid sequence encoding a gene
editing complex comprising a sequence encoding ESER-associated endonuclease and one
or more guide RNA, wherein the guide RNA is competary to a target nucleic acid
sequence within the BK-PyV large tumor antigen (Bggene.

As used herein, the term “an isolated nucleic agduence” includes nucleic acids
encoding a CRISPR-associated endonuclease, e.¢9, Gand a guide RNA that is
complementary to a target nucleic acid sequencéiwithe Ag-T BK-PyV gene. An
"isolated" nucleic acid can be, for example, a raktyroccurring DNA molecule or a
fragment thereof, provided that at least one of theleic acid sequences normally found
immediately flanking that DNA molecule in a natlyabccurring genome is removed or
absent. Thus, an isolated nucleic acid includethowi limitation, a DNA molecule that exists

as a separate molecule, independent of other seggiéa.g., a chemically synthesized nucleic
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acid, or a cDNA or genomic DNA fragment produced thg polymerase chain reaction
(PCR) or restriction endonuclease treatment). Atated nucleic acid also refers to a DNA
molecule that is incorporated into a vector, aroaainously replicating plasmid, a virus, or
into the genomic DNA of a prokaryote or eukarydteaddition, an isolated nucleic acid can
include an engineered nucleic acid such as a DNfecente that is part of a hybrid or fusion
nucleic acid. A nucleic acid existing among many.(edozens, or hundreds to millions) of
other nucleic acids within, for example, cDNA likes or genomic libraries, or gel slices
containing a genomic DNA restriction digest, is aatisolated nucleic acid. Isolated nucleic
acid molecules can be produced by standard techsigeor example, polymerase chain
reaction (PCR) techniques can be used to obtains@ated nucleic acid containing a
nucleotide sequence described herein, includin¢entide sequences encoding a polypeptide
described herein. PCR can be used to amplify spesgfjuences from DNA as well as RNA,
including sequences from total genomic DNA or taellular RNA. Various PCR methods
are described in, for example, PCR Primer: A LatmoyaManual, Dieffenbach and Dveksler,
eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 199me@dly, sequence information from the
ends of the region of interest or beyond is empddpedesign oligonucleotide primers that are
identical or similar in sequence to opposite stsapicthe template to be amplified.

Various PCR strategies also are available by whkitdtspecific nucleotide sequence
modifications can be introduced into a templatel@iaocacid. Isolated nucleic acids also can
be chemically synthesized, either as a single mueeid molecule (e.g., using automated
DNA synthesis in the 3' to 5' direction using pHos@amidite technology) or as a series of
oligonucleotides. For example, one or more pairdoofy oligonucleotides (e.g., >50-100
nucleotides) can be synthesized that contain teeetksequence, with each pair containing a
short segment of complementarity (e.g., about 18ewmtides) such that a duplex is formed
when the oligonucleotide pair is annealed. DNA pwdyase is used to extend the
oligonucleotides, resulting in a single, doublesstted nucleic acid molecule per
oligonucleotide pair, which then can be ligatediatvector. The nucleic acid sequenoés
the invention include nucleic acids encoding a (Sassociated endonuclease, e.g., Cas9,
and a guide RNA that is complementary to a targeleic acid sequence within the Ag-T
BK-PyV gene. The nucleic acid sequenadsthe invention include sequence encoding a
guide RNA (gRNA) comprising a sequence that is dementary to a target nucleic acid
sequence within the coding region of the large tuamigen (Ag-T) gene.

As used herein, the term "BK Polyomavirus" (BK-Py¥jers to a viral genus of the

viral family known as Polyomaviridae. It is a smaddluble stranded DNA virus. The BK virus

171



10

15

20

25

30

-4 -

genome consists of a non-coding control region dvali Coalition for Cancer Research

(NCCR), the early coding region that transcribes Thantigen, and the late coding region,
which codes for the viral capsid proteins (VP-1,-PVP-3) and agnoprotein. The National

Coalition for Cancer Research contains the origireplication as well as enhancer elements
that can modulate viral transcription. T antigendsi to tumor suppressor proteins Rb and
p53, and initiates the cell cycle in host cells-Y,R/P-2, and VP-3 are structural proteins that
make up the viral capsid. VP-1 interacts with dallueceptors and promotes viral entry.

As used herein, the term “CRISPR-associated endiesse” has its general meaning
in the art and refers to clustered regularly imgaced short palindromic repeats associated
which are the segments of prokaryotic DNA contajrshort repetitions of base sequences. In
bacteria the CRISPR/Cas loci encode RNA-guided tadapnmune systems against mobile
genetic elements (viruses, transposable elemedts@mugative plasmids). Three types (I-
[II) of CRISPR systems have been identified. CRISRRBters contain spacers, the sequences
complementary to antecedent mobile elements. CRISRRters are transcribed and
processed into mature CRISPR (Clustered Regulatgrdpaced Short Palindromic Repeats)
RNA (crRNA). The CRISPR-associated endonucleases9Cdelongs to the type i
CRISPR/Cas system and has strong endonucleaséyatticut target DNA. Cas9 is guided
by a mature crRNA that contains about 20 base [flp}k of unique target sequence (called
spacer) and a trans-activated small RNA (tracrRM®@} serves as a guide for ribonuclease
lll-aided processing of pre-crRNA. The crRNA:tradtR duplex directs Cas9 to target DNA
via complementary base pairing between the spateh® crRNA and the complementary
sequence (called protospacer) on the target DNA9QCacognizes a trinucleotide (NGG)
protospacer adjacent motif (PAM) to specify the gité (the 3rd nucleotide from PAM). The
crRNA and tracrRNA can be expressed separatelpgineered into an artificial fusion small
guide RNA (sgRNA) via a synthetic stem loop to nurthie natural crRNA/tracrRNA duplex.
Such sgRNA, like shRNA, can be synthesized or itmoviranscribed for direct RNA
transfection or expressed from U6 or H1-promoteddRIMpression vector, although cleavage
efficiencies of the artificial SQRNA are lower thémose for systems with the crRNA and
tracrRNA expressed separately. In some embodiméresSCRISPR-associated endonuclease
can be a Cas9 nuclease. The Cas9 nuclease cara muaeotide sequence identical to the
wild type Streptococcus pyrogenes sequence. In some embodiments, the CRISPR-assbciat
endonuclease can be a sequence from other spieciesample otheftreptococcus species,
such aghermophilus, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, or other sequenced bacteria

genomes and archaea, or other prokaryotic microdggres. Alternatively, the wild type
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Streptococcus pyrogenes Cas9 sequence can be modified. The nucleic agdesee can be
codon optimized for efficient expression in mammalcells, i.e., "humanized." A humanized
Cas9 nuclease sequence can be for example, thenGelsse sequence encoded by any of
the expression vectors listed in Genbank accessionbers KM099231.1 GL669193757,
KM099232.1 GL669193761; or KM099233.1 GL66919376&lternatively, the Cas9
nuclease sequence can be for example, the sequemtained within a commercially
available vector such as PX330 or PX260 from AdégéGambridge, MA). In some
embodiments, the Cas9 endonuclease can have an amdsequence that is a variant or a
fragment of any of the Cas9 endonuclease sequeotd&Senbank accession numbers
KM099231.1 GL669193757; KM099232.1; GL669193761;KdM099233.1 GL669193765
or Cas9 amino acid sequence of PX330 or PX260 (édelgCambridge, MA). The Cas9
nucleotide sequence can be modified to encodedaally active variants of Cas9, and these
variants can have or can include, for example,naim@ acid sequence that differs from a wild
type Cas9 by virtue of containing one or more mortet (e.g., an addition, deletion, or
substitution mutation or a combination of such rtiates). One or more of the substitution
mutations can be a substitution (e.g., a conseevamino acid substitution). For example, a
biologically active variant of a Cas9 polypeptidenchave an amino acid sequence with at
least or about 50% sequence identity (e.g., at asbout 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, or 99% sequenceiigetd a wild type Cas9 polypeptide.
Conservative amino acid substitutions typicallylunie substitutions within the following
groups: glycine and alanine; valine, isoleucing] Bucine; aspartic acid and glutamic acid;
asparagine, glutamine, serine and threonine; ly$irséidine and arginine; and phenylalanine
and tyrosine. The Cas9 nuclease sequence can béatethsequence. For example the Cas9
nuclease can be mutated in the conserved FINH aw€ Rlomains, which are involved in
strand specific cleavage. For example, an aspadatanine (D10A) mutation in the RuvC
catalytic domain allows the Cas9 nickase mutans@@nto nick rather than cleave DNA to
yield single-stranded breaks, and the subsequesferpntial repair through HDR can
potentially decrease the frequency of unwanted limdetations from off-target double-
stranded breaks. The polypeptides that are biadlgicactive variants of a CRISPR-
associated endonuclease can be characterizedra tdrthe extent to which their sequence is
similar to or identical to the corresponding wilgb¢ polypeptide. For example, the sequence
of a biologically active variant can be at leastatrout 80% identical to corresponding
residues in the wild-type polypeptide. For exampe biologically active variant of a

CRISPR-associated endonuclease can have an amheeguence with at least or about
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80% sequence identity (e.g., at least or about 88%4, 95%, 97%, 98%, or 99% sequence
identity) to a CRISPR- associated endonucleaseo a homolog or ortholog thereof. A

biologically active variant of a CRISPR-associaendonuclease polypeptide will retain

sufficient biological activity to be useful in theresent methods. The biologically active
variants will retain sufficient activity to functmoin targeted DNA cleavage. The biological
activity can be assessed in ways known to one dinary skill in the art and includes,

without limitation,in vitro cleavage assays or functional assays.

As used herein, the term “gene editing” refers tgemaetic engineering in which DNA
is inserted, deleted or replaced in the genome diviag organism using engineered
nucleases. In the context of the invention, theegediting complex comprises a CRISPR-
associated nuclease, e.g., Cas9, and a guide RMAlementary to the BK-PyV Ag-T target
sequence, for example, within the ATG region of Bie¢PyV Ag-T gene. The gene editing
complex can introduce various mutations into th@lMDNA. The mechanism by which such
mutations inactivate the virus can vary, for exarple mutation can affect viral replication,
viral gene expression. The mutations may be locategtgulatory sequences or structural
gene sequences and result in defective producfi®KePyV. The mutation can comprise a
deletion. The size of the deletion can vary frosirgle nucleotide base pair to about 10,000
base pairs. In some embodiments, the deletionraadade all or substantially all of the viral
sequence. In some embodiments the deletion candeclhe entire viral sequence. The
mutation can comprise an insertion that is thetamdbf one or more nucleotide base pairs to
the viral sequence. The size of the inserted segualso may vary, for example from about
one base pair to about 300 nucleotide base paiesmiutation can comprise a point mutation,
that is, the replacement of a single nucleotidd &itother nucleotide. Useful point mutations
are those that have functional consequences, fampbe, mutations that result in the
conversion of an amino acid codon into a termimatiodon or that result in the production of
a nonfunctional protein.

As used herein, the term “one or more guide RNA&n®to the RNAs that guide the
insertion or deletion of residues. In the conteixth@ invention, the guide RNA is used for
recruiting Cas9 to specific genomic loci. In sormbediments, the guide RNA can be a
sequence complementary to a coding or a non-ca#iggence. For example, the guide RNA
can be sequence complimentary to an Ag-T BK-PyVueage, such as a protein coding
sequence or a regulatory sequence. Exemplary dqridfe sequence that target the Ag-T is
shown in Table 1. In particular the guide RNA haes sequence comprises SEQ ID NO: 1 (=
gRNA#1).
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Name gRNA Sequence 5-3’ SEDIDN
gRNA#1 CCTTTGTCAGGGTGAAATTC 1
Table 1

In another embodiment, the guide RNA sequence dsega sequence consisting of
SEQ ID NO: 1.

The invention is not so limiting however, and theidg RNA sequences can be
selected to target any variant or mutant BK-PyVusege. In some embodiments, the guide
RNA can include a variant sequence or quasi-spesggsence. In some embodiments, the
guide RNA can be a sequence corresponding to aesequin the genome of the virus
harbored by the subject undergoing treatment. Tiousexample, the sequence of the
particular Ag-T gene in the BK-PyV virus harboreglthe subject can be obtained and guide
RNAs complementary to the patient's particular segas can be used. The guide RNA
sequence can be a sense or anti-sense sequenceorpkmentary target sequence to the
guide RNA sequence includes a proto-spacer adjanetif (PAM) which is sensed by the
Cas9. The sequence of the PAM can vary dependiag tige specificity requirements of the
CRISPR endonuclease used. In the CRISPR-Cas sy&ewed fromS. pyogenes, the target
DNA typically immediately precedes a 5'-NGG profaser adjacent motif (PAM). Thus, for
the S pyogenes Cas9, the PAM sequence can be AGG, TGG, CGG or .G@Ber Cas9
orthologs may have different PAM specificities. Tpecific sequence of the guide RNA may
vary, but, regardless of the sequence, useful glRHEA sequences will be those that
minimize off-target effects while achieving higHielency and complete ablation of the BK-
PyV genome. The length of the guide RNA sequenoeveay from about 19 to about 60 or
more nucleotides, for example about 19, about BOuta21, about 22, about 23, about 24,
about 25, about 26, about 27, about 28, about 28uta30, about 31, about 32, about 33,
about 34, about 35, about 36, about 37, about B&8,ta39, about 40, about 45, about 50,
about 55, about 60 or more nucleotides. Usefulctele methods identify regions having
extremely low homology between the foreign viralngme and host cellular genome
including endogenous retroviral DNA, include bia@nhatic screening using 12-bp+NGG
target-selection criteria to exclude off-target lamm transcriptome or (even rarely)
untranslated-genomic sites, Sanger sequencing &HVEYOR assay, to identify and
exclude potential off-target effects. The guide RB#guence can be configured as a single
sequence or as a combination of one or more diffesequences, e.g., a multiplex
configuration. Multiplex configurations can inclu@@mbinations of two, three, four, five,

six, seven, eight, nine, ten, or more differendgurNAS.
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In some embodiments, the RNA molecules e.g. crRNAcrRNA, gRNA are
engineered to comprise one or more modified nuesed For example, known
modifications of RNA molecules can be found, foraewple, in Genes VI, Chapter 9
("Interpreting the Genetic Code"), Lewis, ed. (199kford University Press, New York),
and Modification and Editing of RNA, Grosjean ancnBe, eds. (1998, ASM Press,
Washington DC). Modified RNA components include tbBowing: 2'-0-methylcytidine; 5-
methylcytidine; 5,2'-0-dimethylcytidine; 5-hydroxwthylcytidine; 5-formylcytidine; 3-
methylcytidine; 2-thiocytidine; lysidine; 2'-0-meflaridine; 2-thiouridine; 2-thio-2'-0-
methyluridine; 3,2'-0-dimethyluridine; 4-thiourigin ~ 5-methyl-2-thiouridine; 5-
hydroxyuridine; 5-methoxyuridine; dihydrouridinenasine; 2'0-methyl inosine; 1-methyl
inosine; and 1-methyl guanosine.

As used herein, the term “large tumor antigen (Agg€ne” refers to a gene that is
believed to be essential for viral genome replaaand late protein expression. The naturally
occurring Ag-T protein have amino acid sequenceshasvn in UniProt Accession number
P0O3071.

In another aspect, the invention relates to anesgon vector comprising an isolated
nucleic acid sequence of the invention as aboveritbes.

When the nucleic acid sequen@s administered in an expression vector, the guide
RNAs can be encoded by a single vector. Alternbtjvaultiple vectors can be engineered to
each include two or more different guide RNAs. Wsefonfigurations will result in the
cleavage and error-prone reparation of viral segeemesulting in the ablation of BK-PyV
genome or of Ag-T protein expression. Thus, theafsene or more different guide RNAs
promotes excision of the viral sequences betweencthavage sites recognized by the
CRISPR endonuclease. The excised region can vaigernfrom a single nucleotide to several
thousand nucleotides.

When the nucleic acid sequencase contained within an expression vector, the
CRISPR endonuclease can be encoded by the sanmescnacid or vector as the guide RNA
sequences. Alternatively or in addition, the CRISEB#®onuclease can be encoded in a
physically separate nucleic acid from the guide R¥¢fuences or in a separate vector.

Recombinant constructs are also provided hereincande used to transform cells in
order to express Cas9 and/or a guide RNA complaeangnd a target sequence in large-T
gene. A recombinant nucleic acid construct compraaucleic acid encoding a Cas9 and/or a

guide RNA complementary to a target sequence inPBX- Ag-T as described herein,
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operably linked to a regulatory region suitable éapressing the Cas9 and/or a guide RNA
complementary to a target sequence in BK-PyV gartae cell. It will be appreciated that a

number of nucleic acids can encode a polypeptidenbaa particular amino acid sequence.
The degeneracy of the genetic code is well knowtihénart. For many amino acids, there is
more than one nucleotide triplet that serves asctuon for the amino acid. For example,

codons in the coding sequence for Cas9 can be modtich that optimal expression in a
particular organism is obtained, using appropriatton bias tables for that organism.

Vectors containing nucleic acids such as thoseribest herein also are provided. A
"vector" is a replicon, such as a plasmid, phagepsmid, into which another DNA segment
may be inserted so as to bring about the replicatibthe inserted segment. Generally, a
vector is capable of replication when associatetth Wie proper control elements. Suitable
vector backbones include, for example, those relytiused in the art such as plasmids,
viruses, artificial chromosomes, BACs, YACs, or PAChe term "vector" includes cloning
and expression vectors, as well as viral vectord iategrating vectors. An "expression
vector" is a vector that includes a regulatory eagiA wide variety of host/expression vector
combinations may be used to express the nuclett sefjuences described herein. Suitable
expression vectors include, without limitation, gptads and viral vectors derived from, for
example, bacteriophage, baculo viruses, and retre®s. Numerous vectors and expression
systems are commercially available from such cafoms as Novagen (Madison, WI),
Clontech (Palo Alto, CA), Stratagene (La Jolla, CAnhd Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbad, CA).

The vectors provided herein also can include, faangple, origins of replication,
scaffold attachment regions (SARS), and/or mark&rsiarker gene can confer a selectable
phenotype on a host cell. For example, a marker azarfer biocide resistance, such as
resistance to an antibiotic (e.g., kanamycin, G4dl8pmycin, or hygromycin). As noted
above, an expression vector can include a tag sequiesigned to facilitate manipulation or
detection (e.qg., purification or localization) betexpressed polypeptide. Tag sequences, such
as green fluorescent protein (GFP), glutathioneaBsterase (GST), polyhistidine, c-myc,
hemagglutinin, or Flag™ tag (Kodak, New Haven, G&uences typically are expressed as a
fusion with the encoded polypeptide. Such tags baninserted anywhere within the
polypeptide, including at either the carboxyl oriaoterminus.

Additional expression vectors also can include, fexample, segments of
chromosomal, non-chromosomal and synthetic DNA seges. Suitable vectors include

derivatives of SV40 and known bacterial plasmidsg}.,eE. coli plasmids col El, pCRI,
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pBR322, pMal-C2, pET, pGEX, pMB9 and their derivas, plasmids such as RP4; phage
DNAs, e.g., the numerous derivatives of phage d., &M989, and other phage DNA, e.g.,
Ml 3 and filamentous single stranded phage DNA;sygdasmids such as tha@ plasmid or
derivatives thereof, vectors useful in eukaryotadls; such as vectors useful in insect or
mammalian cells; vectors derived from combinatiohplasmids and phage DNAs, such as
plasmids that have been modified to employ phageADd other expression control
sequences. Yeast expression systems can also theRaseexample, the non-fusion pYES2
vector (Xbal, Sphl, Shol, Notl, GstXl, EcoRl, Bs{>X8amHI, Sad, Kpnl, and Hindlll cloning
sites; Invitrogen) or the fusion pYESHIisA, B, C @b Sphl, Shol, Notl, BstXl, EcoRI,
BamHl, Sad, Kpnl, and Hindlll cloning sites, N-tenal peptide purified with ProBond resin
and cleaved with enterokinase; Invitrogen), to nmenjust two, can be employed according
to the invention. A yeast two-hybrid expressionteys can also be prepared in accordance
with the invention.

The vector can also include a regulatory regiore f&mm "regulatory region” refers to
nucleotide sequences that influence transcriptidnaoslation initiation and rate, and stability
and/or mobility of a transcription or translatioroguct. Regulatory regions include, without
limitation, promoter sequences, enhancer sequeneggonse elements, protein recognition
sites, inducible elements, protein binding sequgnbeand 3' untranslated regions (UTRS),
transcriptional start sites, termination sequencpslyadenylation sequences, nuclear
localization signals, and introns.

As used herein, the term "operably linked" referpasitioning of a regulatory region
and a sequence to be transcribed in a nucleic smichs to influence transcription or
translation of such a sequence. For example, mglaricoding sequence under the control of a
promoter, the translation initiation site of thartslational reading frame of the polypeptide is
typically positioned between one and about fifteleotides downstream of the promoter. A
promoter can, however, be positioned as much astah600 nucleotides upstream of the
translation initiation site or about 2,000 nucldes upstream of the transcription start site. A
promoter typically comprises at least a core (Pgs@moter. A promoter also may include at
least one control element, such as an enhanceeseguan upstream element or an upstream
activation region (UAR). The choice of promoters lie included depends upon several
factors, including, but not limited to, efficiencsglectability, inducibility, desired expression
level, and cell- or tissue-preferential expresslors a routine matter for one of skill in the art
to modulate the expression of a coding sequencapbyopriately selecting and positioning

promoters and other regulatory regions relativinéocoding sequence.
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Vectors include, for example, viral vectors (such adenoviruses ("Ad"), adeno-
associated viruses (AAV), and vesicular stomatitiss (VSV) and retroviruses), liposomes
and other lipid-containing complexes, and other noaolecular complexes capable of
mediating delivery of a polynucleotide to a hostl.c¥ectors can also comprise other
components or functionalities that further modulgéae delivery and/or gene expression, or
that otherwise provide beneficial properties totdrgeted cells.

A "recombinant viral vector" refers to a viral vectcomprising one or more
heterologous gene products or sequences. Since wahywectors exhibit size-constraints
associated with packaging, the heterologous gemelupts or sequences are typically
introduced by replacing one or more portions of\iial genome. Such viruses may become
replication-defective, requiring the deleted fuon{s) to be provided in trans during viral
replication and encapsidation (by using, e.g., lpdrevirus or a packaging cell line carrying
gene products necessary for replication and/orpsidation). Modified viral vectors in which
a polynucleotide to be delivered is carried ondheside of the viral particle have also been
described (see, e.g., Curiel, D T, et al. PNAS88%0-8854, 1991).

Suitable nucleic acid delivery systems include nelsmant viral vector, typically
sequence from at least one of an adenovirus, adeseassociated virus (AAV), helper-
dependent adenovirus, retrovirus, or hemaggluhgatvirus of Japan-liposome (HVJ)
complex. In some embodiments, the vector is an A®tor. As used herein, the term "AAV
vector" means a vector derived from an adeno- &ssokcvirus serotype, including without
limitation, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV 7, AAV8, AAV9, and
mutated forms thereof. AAV vectors can have onemore of the AAV wild-type genes
deleted in whole or part, preferably the rep andéay genes, but retain functional flanking
ITR sequences. Retroviruses may be chosen as ginery vectors due to their ability to
integrate their genes into the host genome, tramsfea large amount of foreign genetic
material, infecting a broad spectrum of species el types and for being packaged in
special cell- lines. In order to construct a retr@wector, a nucleic acid encoding a gene of
interest is inserted into the viral genome in thece of certain viral sequences to produce a
virus that is replication-defective. In order tooguce virions, a packaging cell line is
constructed containing the gag, pol, and/or envegédaut without the LTR and/or packaging
components. When a recombinant plasmid containie®MA, together with the retroviral
LTR and packaging sequences is introduced into ¢ei$ line (by calcium phosphate
precipitation for example), the packaging sequeatiews the RNA transcript of the

recombinant plasmid to be packaged into viral pesi which are then secreted into the
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culture media. The media containing the recombinatnbviruses is then collected, optionally
concentrated, and used for gene transfer. Rettoxecors are able to infect a broad variety
of cell types. Lentiviruses are complex retrovigjsghich, in addition to the common
retroviral genes gag, pol, and env, contain otlegreg with regulatory or structural function.
The higher complexity enables the virus to moduitstdife cycle, as in the course of latent
infection. Some examples of lentivirus include th@man Immunodeficiency Viruses (HIV
1, HIV 2) and the Simian Immunodeficiency Virus V&I Lentiviral vectors have been
generated by multiply attenuating the HIV virulergenes, for example, the genes env, vif,
vpr, vpu and nef are deleted making the vectoropichlly safe. Lentiviral vectors are known
in the art, see, e.g.. U.S. Pat. Nos. 6,013,5165:9@4,136, both of which are incorporated
herein by reference. In general, the vectors aesnpid-based or virus-based, and are
configured to carry the essential sequences foorpurating foreign nucleic acid, for
selection and for transfer of the nucleic acid iatoost cell. The gag, pol and env genes of the
vectors of interest also are known in the art. Thhe relevant genes are cloned into the
selected vector and then used to transform thettae)l of interest. Recombinant lentivirus
capable of infecting a non-dividing cell whereiswitable host cell is transfected with two or
more vectors carrying the packaging functions, namag, pol and env, as well as rev and tat
is described in U.S. Pat. No. 5,994,136, incormatdtierein by reference. This describes a
first vector that can provide a nucleic acid enogda viral gag and a pol gene and another
vector that can provide a nucleic acid encodingiral \env to produce a packaging cell.
Introducing a vector providing a heterologous geme that packaging cell yields a producer
cell which releases infectious viral particles garg the foreign gene of interest. The env
preferably is an amphotropic envelope protein #tlatvs transduction of cells of human and
other species. Typically, the nucleic acid molecotethe vector of the present invention
include "control sequences™, which refers colledif to promoter sequences,
polyadenylation signals, transcription terminatggguences, upstream regulatory domains,
origins of replication, internal ribosome entryesit("IRES"), enhancers, and the like, which
collectively provide for the replication, transdirgn and translation of a coding sequence in a
recipient cell. Not all of these control sequenoesd always be present so long as the
selected coding sequence is capable of being adptlc transcribed and translated in an
appropriate host cell. Another nucleic acid segaersa "promoter" sequence, which is used
herein in its ordinary sense to refer to a nucteptiegion comprising a DNA regulatory
sequence, wherein the regulatory sequence is deiiom a gene which is capable of binding

RNA polymerase and initiating transcription of anhstream (3'-direction) coding sequence.
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Transcription promoters can include “inducible pobtens” (where expression of a
polynucleotide sequence operably linked to the mtemis induced by an analyte, cofactor,
regulatory protein, etc.), "repressible promotefghere expression of a polynucleotide
sequence operably linked to the promoter is induocgdan analyte, cofactor, regulatory

protein, etc.), and "constitutive promoters”.

In another aspect, the invention relates to a ca@itipa comprising an isolated nucleic
acid sequence encoding a gene editing complex aésimgpra sequence encoding a CRISPR-
associated endonuclease and one or more guide RM®rein the guide RNA is
complementary to a target nucleic acid sequenckiwthe BK-PyV Ag-T gene as above-
described or an expression vector comprising ttiereo

Alternatively, the invention relates to a compasitcomprising a CRISPR-associated
endonuclease and an isolated nucleic acid sequemceding one or more guide RNA,
wherein the guide RNA is complementary to a targetleic acid sequence within the BK-
PyV Ag-T gene as above-described.

When the CRISPR-associated endonuclease such & i€asdministered as a
polypeptide, the bonds between the amino acid uesidan be conventional peptide bonds or
another covalent bond (such as an ester or ethwf) band the polypeptides can be modified
by amidation, phosphorylation or glycosylation. Aodification can affect the polypeptide
backbone and/or one or more side chains. Chemiodifitations can be naturally occurring
modifications madén vivo following translation of an mRNA encoding the podptide (e.g.,
glycosylation in a bacterial host) or synthetic mficdtions madein vitro. A biologically
active variant of a CRISPR-associated endonucleaseinclude one or more structural
modifications resulting from any combination of uvally occurring (i.e., made naturalig
vivo) and synthetic modifications (i.e., naturally octwg or non-naturally occurring
modifications maden vitro). Examples of modifications include, but are niotited to,
amidation (e.g., replacement of the free carboxglg at the C-terminus by an amino group);
biotinylation (e.g., acylation of lysine or othezactive amino acid residues with a biotin
molecule); glycosylation (e.g., addition of a glggb group to either asparagines,
hydroxylysine, serine or threonine residues to gmeea glycoprotein or glycopeptide);
acetylation (e.g., the addition of an acetyl graypically at the N-terminus of a polypeptide);
alkylation (e.g., the addition of an alkyl group$pprenylation (e.g., the addition of an
isoprenoid group); lipoylation (e.g. attachmentdipoate moiety); and phosphorylation (e.g.,

addition of a phosphate group to serine, tyrogimeonine or histidine).
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The amino acid residues in the CRISPR-associatddreritlease sequence such as in
the Cas9 amino acid sequence can be non-natulyming amino acid residues. Naturally
occurring amino acid residues include those ndtuesdcoded by the genetic code as well as
non-standard amino acids (e.g., amino acids hathiegD-configuration instead of the L-
configuration). The polypeptides can also includeir® acid residues that are modified
versions of standard residues (e.g. pyrrolysine banused in place of lysine and
selenocysteine can be used in place of cysteimm)-dturally occurring amino acid residues
are those that have not been found in nature, Hait donform to the basic formula of an

amino acid and can be incorporated into a polydepti

In another aspect, the invention relates to a neettionactivating a BK-PyV in a cell,
comprising exposing cells to a composition compgsan isolated nucleic acid encoding a
gene editing complex comprising a CRISPR-associatetbnuclease and one or more guide
RNA, wherein the guide RNA is complementary to rgea nucleic acid sequence within the
BK-PyV Ag-T gene.

In still another aspect, the invention relates toeghod of inactivating a BK-PyV in a
cell, comprising exposing cells to a compositionmpoising a CRISPR-associated
endonuclease and one or more guide RNA, whereimgtide RNA is complementary to a

target nucleic acid sequence within the BK-PyV Agehe.

The methods can include exposing cells to a cortippscomprising an isolated
nucleic acid encoding a gene editing complex cosmgia CRISPR-associated endonuclease
and one or more guide RNAs wherein the guide RNAoimplementary to a target nucleic
acid sequence in the BK-PyV Ag-T gene. The contgcstep can take place vivo, that is,
the compositions can be administered directly teubject having BK-PyV infection. The
methods are not so limited however, and the cantacttep can take plagex vivo. For
example, a cell or plurality of cells, or a tisseeplant or a graft, can be removed from a
donor having an BK-PyV infection and placed in ow#f and then contacted with a
composition comprising a CRISPR-associated endeasel and a guide RNA wherein the
guide RNA is complementary to the nucleic acid sage in the BK-PyV Ag-T gene. As
described above, composition can be a nucleic a&ridoding a CRISPR-associated
endonuclease and a guide RNA wherein the guide RNvAmplementary to the nucleic acid

sequence in the BK-PyV Ag-T gene; an expressiortovecomprising the nucleic acid
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sequence; or a pharmaceutical composition comgrigimucleic acid encoding a CRISPR-
associated endonuclease and a guide RNA whereiguide RNA is complementary to the
nucleic acid sequence in the BK-PyV Ag-T gene; mreapression vector comprising the
nucleic acid sequence. In some embodiments, the géiting complex can comprise a
CRISPR-associated endonuclease polypeptide andda ®NA wherein the guide RNA is

complementary to the nucleic acid sequence in KBV Ag-T gene.

In one embodiment, the method further comprisestitrg said cells, tissue or organ
with a therapeutically effective amount of an éB¥i-PyV agent.
In a particular embodiment, the anti- BK-PyV agergelected from the group

consisting of Leflunomide, Cidofovir and Ciproflaia or injection of T-cell therapy.

Regardless of whether compositions are administesatlicleic acids or polypeptides,
they are formulated in such a way as to promotakgby the human cell. Useful vector
systems and formulations are described above. iressmbodiments the vector can deliver
the compositions to a specific cell type. The irti@nis not so limited however, and other
methods of DNA delivery such as chemical transtegtiusing, for example calcium
phosphate, DEAE dextran, liposomes, lipoplexedastants, and perfluoro chemical liquids
are also contemplated, as are physical deliveryhodast such as electroporation, micro
injection, ballistic particles, and "gene gun" &yss.

Standard methods, for example, immunoassays toctdéte CRISPR-associated
endonuclease, or nucleic acid-based assays sueERd0 detect the gRNA, can be used to
confirm that the complex has been taken up andesspd by the cell into which it has been
introduced. The engineered cells can then be oelaotred into the subject from whom they
were derived as described below.

In other embodiments, the compositions comprisellawhich has been transformed
or transfected with one or more Cas9/gRNA vectbirsome embodiments, the methods of
the invention can be appliext vivo. That is, a donor’s graft or donor’s cells canréeoved
from the body and treated/perfused/ cultured with ¢compositions to excise/ knock-out BK-
PyV sequences and the treated organ grafted ccullgred cells injected to the recipient’s
body. The cells can be the subject's cells or taaybe haplotype matched or a cell line. The
cells can be irradiated to prevent replication.sbme embodiments, the cells are human
leukocyte antigen (HLA)-matched, autologous, cele$, or combinations thereof. In other

embodiments the cells can be stem cells. For ex@angphbryonic stem cells or artificial

183



10

15

20

25

30

-16 -

pluripotent stem cells (induced pluripotent stertsc@PS cells)). Embryonic stem cells (ES
cells) and artificial pluripotent stem cells (inéuacpluripotent stem cell, iPS cells) have been
established from many animal species, including dnsn These types of pluripotent stem
cells would be the most useful source of cellsrégenerative medicine because these cells
are capable of differentiation into almost all b&étorgans by appropriate induction of their
differentiation, with retaining their ability of &eely dividing while maintaining their
pluripotency. iPS cells, in particular, can be bkshed from self-derived somatic cells, and
therefore are not likely to cause ethical and dasgues, in comparison with ES cells which
are produced by destruction of embryos. Furthes,aBlls, which are self-derived cell, make
it possible to avoid rejection reactions, which d@he biggest obstacle to regenerative
medicine or transplantation therapy.

Transduced cells are prepared for reinfusion acegrith established methods. After a
period of about 2-4 weeks in culture, the cells magnber between 1x$@nd 1x1€°. In this
regard, the growth characteristics of cells vagnfrpatient to patient and from cell type to
cell type. About 72 hours prior to reinfusion oettransduced cells, an aliquot is taken for
analysis of phenotype, and percentage of cells essprg the therapeutic agent. For
administration, cells of the invention can be adstered at a rate determined by thesb.Df
the cell type, and the side effects of the celetgp various concentrations, as applied to the
mass and overall health of the patient. Adminigiratcan be accomplished via single or
divided doses. Adult stem cells may also be madmlizising exogenously administered
factors that stimulate their production and egfes® tissues or spaces that may include, but

are not restricted to, bone marrow or adipose ¢ssu

In another aspect, the invention relates to a noetbib reducing the risk of the
transmission of a BK-PyV infection from an BK-PyKkf¢écted donor to a recipient in need
thereof, comprising treating cells, tissue or orgalotained from said donor with a
therapeutically effective amount of at least onelated nucleic acid sequence of the
invention.

In the context of the invention, the risk of transsion of BK-PyV infection shall be
reduced. The term "reducing the risk", as usedimerefers to minimizing the probability
according to which the recipient as referred tehewill be infected by BK-PyV virus during
a transplantation.

As used herein, the term “transmission” refers tetep of passing of a pathogen

causing communicable disease from an infected mubvidual or group to a particular
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individual or group, regardless of whether the othdividual was previously infected. There
are different types of transmission, for exampldbaine, droplet, fecal-oral, sexual, oral
sexual, oral, direct contact etc. In a particuklabediment, the subjects who are transplanted
are under immunosuppression treatment, accordinjlgy are susceptible to have the
transmission of BK-PyV virus than a healthy subject

In one embodiment, the method further compriseatitrg said cells, tissue or organ
with a therapeutically effective amount of an @¥-PyV agent.

In a particular embodiment, the anti-BK-PyV agest Selected from the group
consisting of Leflunomide, Cidofovir and Ciproflaia or injection of T-cell therapy.

In a particular embodiment, the invention relatea imethod of preventing or treating
BK Polyomavirus (BK-PyV) infection in a subject meed thereof, comprising a step of
administering said subject with a therapeuticaltigative amount of at least one isolated
nucleic acid sequence of the invention which ieiitexl or not into a vector.

As used herein, the terms *“treating” or “treatmergfer to both prophylactic or
preventive treatment as well as curative or diseagdifying treatment, including treatment
of subject at risk of contracting the disease apsated to have contracted the disease as well
as subject who are ill or have been diagnosed &srislg from a disease or medical
condition, and includes suppression of clinicahpsk. The treatment may be administered to
a subject having a medical disorder or who ultityateay acquire the disorder, in order to
prevent, cure, delay the onset of, reduce the #gg\#r or ameliorate one or more symptoms
of a disorder or recurring disorder, or in ordeptolong the survival of a subject beyond that
expected in the absence of such treatment. Bydpleertic regimen" is meant the pattern of
treatment of an iliness, e.g., the pattern of dpsised during therapy. A therapeutic regimen
may include an induction regimen and a maintenamggmen. The phrase "induction
regimen” or "induction period” refers to a theragpetegimen (or the portion of a therapeutic
regimen) that is used for the initial treatmentaoflisease. The general goal of an induction
regimen is to provide a high level of drug to ajeabduring the initial period of a treatment
regimen. An induction regimen may employ (in partrowhole) a "loading regimen", which
may include administering a greater dose of thg dinan a physician would employ during a
maintenance regimen, administering a drug moreu&etly than a physician would
administer the drug during a maintenance regimenpaih. The phrase "maintenance
regimen” or "maintenance period” refers to a thewtip regimen (or the portion of a
therapeutic regimen) that is used for the mainte@asf a subject during treatment of an

iliness, e.g., to keep the subject in remissionldog periods of time (months or years). A
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maintenance regimen may employ continuous therayy, (@dministering a drug at a regular
intervals, e.g., weekly, monthly, yearly, etc.) mtermittent therapy (e.g., interrupted
treatment, intermittent treatment, treatment aapeé, or treatment upon achievement of a
particular predetermined criteria [e.g., pain, dgEmanifestation, etc.]).

As used herein, the term “subject” refers to anynmals, such as a rodent, a feline, a
canine, and a primate. Particularly, in the presavgntion, the subject is a human having a
BK-PyV infection or is at risk for contracting a BRyV infection. In a particular
embodiment, the subject is a transplanted subjBoe.term “transplanted subject” also called
as grafted subject or recipient, refers to a subjelco has received either an organ
transplantation or cells transplantation. In aipalar embodiment, the invention is suitable
when the virus BK-PyV is reactivated in transplantwbject The term “transplantation”
refers to the procedure of replacing diseased srgparts of organs, tissues, or cells by
healthy organs, tissues, or cells. The transplaotgdn, tissue or cells can be obtained either
from the subject himself (= autograft), from aneatheman donor (= allograft) or from an
animal (= xenograft). Transplanted organs may hécsal or natural, whole (such as kidney,
heart and liver, hematopoietic stem cells) or phtSuch as heart valves, skin and bone).

By a "therapeutically effective amount” is meangudficient amount of the isolated
nucleic acid (or the vector containing the isolatedtleic acid) to prevent for use in a
transplanted cases at a reasonable benefit/riskajaplicable to any medical treatment. It will
be understood that the total daily usage of thepmmds and compositions of the present
invention will be decided by the attending physiciaithin the scope of sound medical
judgment. The specific therapeutically effectiveseldevel for any particular patient will
depend upon a variety of factors including the d&gely weight, general health, sex and diet
of the patient; the time of administration, roufeadministration, and rate of excretion of the
specific compound employed; the duration of thattreent; drugs used in combination or
coincidental with the specific polypeptide employeshd like factors well known in the
medical arts. For example, it is well known withihre skill of the art to start doses of the
compound at levels lower than those required taeaehthe desired therapeutic effect and to
gradually increase the dosage until the desiregcefé achieved. However, the daily dosage
of the products may be varied over a wide rangm fo01 to 1,000 mg per adult per day.
Preferably, the compositions contain 0.01, 0.05, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0,
100, 250 and 500 mg of the active ingredient fersimptomatic adjustment of the dosage to
the patient to be treated. A medicament typicatlgtains from about 0.01 mg to about 500
mg of the active ingredient, preferably from 1 mgabout 100 mg of the active ingredient.
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An effective amount of the drug is ordinarily supglat a dosage level from 0.0002 mg/kg to
about 100 mg/kg of body weight per day.

The compositions of the invention can be prepamea variety of ways known to one
of ordinary skill in the art. Regardless of theilgmal source or the manner in which they are
obtained, the compositions of the invention carfdsmulated in accordance with their use.
For example, the nucleic acids and vectors destriieove can be formulated within
compositions for application to cells in tissuetoré or for administration to a patient or
subject. Any of the pharmaceutical compositionthefinvention can be formulated for use in
the preparation of a medicament, and particulas @se indicated below in the context of
treatment, e.g., the. When employed as pharmaedgjtieny of the nucleic acids and vectors
can be administered in the form of pharmaceutioatmositions. These compositions can be
prepared in a manner well known in the pharmaceutfict, and can be administered by a
variety of routes, depending upon whether locaystemic treatment is desired and upon the
area to be treated. Administration may be topitatigding ophthalmic and to mucous
membranes including intranasal, vaginal, intravasand rectal delivery), pulmonary {e.g.,
by inhalation or insufflation of powders or aerasaincluding by nebulizer; intratracheal,
intranasal, epidermal and transdermal), ocular, @rgarenteral. Parenteral administration
includes intravenous, intraarterial, subcutanemigperitoneal or intramuscular intravesical
injection or infusion; or intracranial, e.g., intnacal or intraventricular administration. Also
the administration can be doeevivo, i.e. during the perfusion of the transplantedaarg

Parenteral administration can be in the form ofrgle bolus dose, or may be, for
example, by a continuous perfusion pump. Pharmaetwompositions and formulations for
topical administration may include transdermal paf; ointments, lotions, creams, gels,
drops, suppositories, sprays, liquids, powders, #med like. Conventional pharmaceutical
carriers, aqueous, powder or oily bases, thickemedsthe like may be necessary or desirable.
This invention also includes pharmaceutical conmpms which contain, as the active
ingredient, nucleic acids and vectors describecihein combination with one or more
pharmaceutically acceptable carriers. As used hgtiee terms "pharmaceutically acceptable”
(or "pharmacologically acceptable™) refer to molacientities and compositions that do not
produce an adverse, allergic or other untowardti@aevhen administered to an animal or a
human, as appropriate. The term "pharmaceuticatlye@table carrier,” as used herein,
includes any and all solvents, dispersion mediaatiegs, antibacterial, isotonic and
absorption delaying agents, buffers, excipientsddéis, lubricants, gels, surfactants and the

like, that may be used as media for a pharmacdiytiseceptable substance. In making the
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compositions of the invention, the active ingretlientypically mixed with an excipient,
diluted by an excipient or enclosed within suchaarier in the form of, for example, a
capsule, tablet, sachet, paper, or other contaiieen the excipient serves as a diluent, it can
be a solid, semisolid, or liquid material (e.g.rmal saline), which acts as a vehicle, carrier or
medium for the active ingredient. As is known ire thrt, the type of diluent can vary
depending upon the intended route of administratibme nucleic acid sequences of the
invention can be delivered to an appropriate cek subject. This can be achieved by, for
example, the use of a polymeric, biodegradable opgmticle or microcapsule delivery
vehicle, sized to optimize phagocytosis by phagocgells such as macrophages. For
example, PLGA (poly-lacto-co-glycolide) micropakéis approximately 1-1Qm in diameter
can be used. The polynucleotide is encapsulatéldeise microparticles, which are taken up
by macrophages and gradually biodegraded within dedl, thereby releasing the
polynucleotide. Once released, the DNA is expressgdin the cell. A second type of
microparticle is intended not to be taken up dlyeloy cells, but rather to serve primarily as a
slow-release reservoir of nucleic acid that is tak@ by cells only upon release from the
micro-particle through biodegradation. These polymearticles should therefore be large
enough to preclude phagocytosis (i.e., larger than and preferably larger than 2).
Another way to achieve uptake of the nucleic asidising liposomes, prepared by standard
methods. The nucleic acids can be incorporatedealoto these delivery vehicles or co-
incorporated with tissue-specific antibodies. Altgively, one can prepare a molecular
complex composed of a plasmid or other vector a&#ddo poly-L-lysine by electrostatic or
covalent forces. Poly-L-lysine binds to a ligandttisan bind to a receptor on target cells.
Delivery of "naked DNA" (i.e., without a deliveryetiicle) to an intramuscular, intradermal,,
intravesical or subcutaneous site, is another méarschieve in vivo expression. In the
relevant polynucleotides (e.g., expression vecttns) nucleic acid sequence encoding an
isolated nucleic acid sequence comprising a seguamcoding a CRISPR-associated
endonuclease and a guide RNA is operatively linteeé promoter or enhancer-promoter

combination.

The invention will be further illustrated by thellewing figures and examples.
However, these examples and figures should nontegpreted in any way as limiting the

scope of the present invention.
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FIGURES:

Figure 1: gRNA anti-BK efficiently cuts ag-T PCR product. Purified anti-BK
gRNA and Cas9 are mixed 10min at 37°C and thenbiated 1Hour at 37°C with Ag-T PCR
amplicon.

Figure 2: Anti-BK gRNA CAS9 transduced HRPTEC cells are protected from
BK-PyV infection and produced less viral progenies. A) HRPTEC cells transduced or not
with lentiviral vectors are infected with BK-PyV diog two hours and analysed seven days
later for the expression of Ag-T. B) those cellsenehthen subjected to freeze and thaw
cycles, supernatants were then place over a mogwolaly HRPTEC for trans infection
experiment. Expression of Ag-T is shown three dates.

Material & Methods

Design and cloning of gRNA: gRNA targeting the BK-PyV Ag-T gene was designed
following Mali et al. 2013, GNw9-21GG to be as close as possible to the ATG of theTAg-
gene (gRNA#1). gRNA#1 was cloned in the pX330 frawdgene (CRISPR pX330-U6-
(gRNA)-FLAGXnIsCas9nls) as previously described.

Selected gRNA is working with the spCas®$9 Nuclease, S. pyogenes).

Table 1. Information regarding the selected gRNA anti-BK-PyV:

Name | Sequence 5-3’ (short trinucleotide protospadgacent motifPAM)) | Strand

gRNA#1 CCCCCTTTGTCAGGGTGAAATC -

Validation of the gRNA: gRNA was cloned in the pX330 and retrotranscritrehks
to floating primers with T7 promoters. PCR amphtion with T7 floating primers and lower
primer were done using the MEGA Short Script (Lifechnology) according to the
manufacture protocol. gRNA was then purify using kit MegaClear (Ambion) according to
the manufacture protocol, and were validated ugiegCas9 Nuclease #M0386S (NEB) on a
PCR product harboring the target site.

gRNA was then cloned into a plasmid allowing thedurction of lentivirus.

Cellsand virus. HRPTEC cells cultured in P24-well in EpiCM 5% Hdiavine serum
(FBS) and in EpiCM 0.5% FBS for the transductionthwientiviral vector encoding
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gRNA#1/Cas9-GFP at a MOI of five. Six hours afteinsduction, HRPTEC were again
cultured in EpiCM 5% FBS. Percentage of transdumgts was assess by FACS two days
later based on their GFP expression. Two days’ p@sisduction, cells were BK-PyV

infected at a MOI of 0.1 during 6 hours and theltucad in fresh medium

Trans-infection experiments: seven days post-BK-PyV infection, transduced HRETE

and their supernatant were harvested and subjé¢ide freeze/thaw cycles of one hour each.

Then lysate was centrifuged 15 minutes at 5000rp@) dupernatant was then put over new
non-transduced HPRTEC layer.

Ag-T staining: three days’ post infection or trans-infection, MREC were fixed and
permeabilized 20min at -20°C in 100% Methanol, sd&d in PBS 3% FBS 0.1% Tween20
30 min at room temperature (RT) and stained forTAgith pAb416 Ab 1 hour at RT. Cells
were washed with PBS and anti-mouse IgG Alexa Fi&&# was used to reveal the primary
Ab for 40 minutes at RT. The percentage of Ag-Titpaes cells is calculated with a HCS

Arrayscan device.

Results

gRNA is efficient on PCR product: the selecteddRNA was retrotranscribed and
mixed with Cas9 and a PCR product harboring thgetasite for two hours at RT to validate
their efficiency. gRNA was functional as shown bg digestion of the PCR product (Figure
1).

ogRNA efficient affects BK-PyV infection and virus cycle.

Our lentiviral vector encoding our strategy effitiy transduced HRPTEC cell, same
is true for the control only harboring the Cas9hwiit gRNA. Two days later, cells were
BKPyV-infected and then cultured for three days. shewn in Figure 2A, five percent of
non-treated cells (No Tr), infected with BK-PyV apesitively stained for Ag-T. Seven
percent of HRPTEC transduced with Cas9-GFP coierdlviral vector (LV) were infected
with the BK-PyV as reveal by the Ag-T stainting.n&ily, when HRPTEC cells are
transduced with lentivarial vector harboring thé-&K-gRNA and the Cas9 only 1.5 percent
of the cells are Ag-T positive.

HRPTEC cells, transduced or not with LV anti-BK @aSFP or with LV Cas9-GFP
are then infected with BK-PyV, then we used thaslésdo assess the effect of our stregy on
viral progenies as mentioned in the method sedtiitim a trans infection protocol. As shown
in Figure 2B, non-transduced HRPTEC and HPRTECsthaced with Cas9-GFP alone
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produce viral progenies allowing the transinfectodr80% of the cells. When HRPTEC were
transduced with our anti-BK Cas9-GFP strategy, @My of the cells were trans-infected. In
conclusion, our strategy efficiently targets BK-Pg®home and affects the production of new
virions. This small amount of viral production mighe due to the fact that not all HRPTEC

cells were transduced with our LV anti-BK Cas9-GFP.

REFERENCES:

Throughout this application, various referencescdies the state of the art to which
this invention pertains. The disclosures of theskerences are hereby incorporated by

reference into the present disclosure.

Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlie, Norville JE, Church GM;
RNA-guided human genome engineering via Cas9; Seie2013 Feb 15;339(6121):823-6.

191



10

15

20

25

-24 -

CLAIMS

. A method of inactivating a BK Polyomavirus (BK-PyWj) cells or organ, comprising

exposing the cell or the organ to a composition masing an isolated nucleic acid
encoding a gene editing complex comprising a CRI8B$ciated endonuclease and
a guide RNA, wherein the guide RNA is complementrya target nucleic acid

sequence within the BK-PyV large T antigen (Ag-€hg.

. The method of claim 1, wherein the guide RNA segeenomprises a sequence

consisting of SEQ ID NO: 1.

. The method of claim 1 or 2, wherein the cell igrégacted cell or an infected organ.
. The method of any of claims 1-3, wherein the inaating isin vivo.
. The method of any of claims 1-3, wherein the inaxttng isex vivo.

. The method of claim 5, wherein the cell/organ casgw cultured cells, tissue or

organ obtained from a donor having a BK-PyV infector to an individual BKPyV
infected whose BK-PyV damaged-organ can be targétedtly in vivo.

. The method of claim 6, wherein the cultured cdlissue or organ obtained from the

donor is transplanted into a recipient following #ixposing step.

. The method of any of claims 1-7, wherein the gedigng complex introduces one or

more mutations in the proviral DNA (e.g. a deletian insertion, or a point mutation)

and wherein the mutation inactivates viral replaaibr viral gene expression.

. An isolated nucleic acid sequence encoding a geliten@ complex comprisinga

CRISPR-associated endonuclease and one or more &NA, wherein the guide
RNA is complementary to a target nucleic acid saqaewithin the BK-PyV Ag-T

gene.

10.The isolated nucleic acid sequence of claim 9, ainethe guide RNA has the

sequence comprising or consisting of SEQ ID NG=s fiRNA#1).
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11. An expression vector comprising the nucleic acgusace of claim 9 or 10.

12.A composition comprising the nucleic acid sequewnteclaim 9 or 10, or the

expression vector of claim 11.

13. A method of reducing the risk of the transmissiém ®@K-PyV infection from a BK-
PyV- infected donor to a recipient in need thereofnprising treating cells, tissue or
organ obtained from said donor with a therapedictfective amount of at least one

isolated nucleic acid sequence of claim 9.

14.The method of claim 14, further comprising treatsagd cells, tissue or organ with a
therapeutically effective amount of an anti-BK-Pygent selected from the group
consisting of Leflunomide, Cidofovir and Ciproflaia or injection of T-cell therapy.

15. A method of preventing or treating BK Polyomavi(@K-PyV) infection in a subject
in need thereof, comprising a step of administesaigl subject with a therapeutically
effective amount of at least one isolated nucleid sequence according to claim 9

which is inserted or not into a vector.
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ABSTRACT OF THE INVENTION

METHODSAND COMPOSITIONS FOR RNA-GUIDED TREATMENT OF HUMAN
BK POLYOMA VIRUS (BK-PyV) INFECTION

The invention relates to methods and compositiongréatment of BK-PyV infection.
The compositions include isolated nucleic acid seges comprising a CRISPR-associated
endonuclease and a guide RNA, wherein the guide RiNéomplementary to a particular
target sequence in the BK-PyV genome.
10
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Résumé

Le polyomavirus BK (BKPyV) est un virus ubiquitaire
humain infectant environ 80% de la population mondiale. La
primo-infection conduit & une persistance du virus a bas
bruit dans les epithelia rénaux-urinaire. Le virus peut rester
ainsi tout au long de la vie de l'individu infecté sans causer
de complications. C’est un virus de 'immunodéprimé : il est
la premiére cause d’origine infectieuse de perte de greffon
chez les patients transplantés rénaux, qui regoivent un
traitement immunosuppresseur pour diminuer les risques de
rejet. Chez ces patients, il se réactive et se réplique
activement, causant une maladie appelée néphropathie
associée au polyomavirus (PVAN). Pendant des étapes
précoces de cette pathologie, le virus est retrouvé dans le
sang des patients, on parle de virémie. Son maintien est
corrélé a un mauvais pronostic pour les patients. Le
génome du BKPyV a été détecté dans les cellules
immunitaires sanguines, sans pour autant identifier une
population cellulaire particuliere comme porteuse du
génome.

Les cellules dendritigues myéloides (mDC), des acteurs
primordiaux de l'induction et la polarisation des réponses
immunes, ont été mises en évidence dans le rein, a
proximité des sites de réactivation du BKPyV. Aussi, il a été
montré que ces cellules infiltraient spécifiquement le rein
lors d’'une PVAN, sans pour autant qu'un réle leur soit
attribué. Enfin, elles ont été montrées comme étant
détournées de leur fonction initiale par plusieurs virus pour
aider leur infection. Basé sur ces arguments, nous avons
posé la question d’'une implication des mDC dans la sortie
du virus du rein, conduisant in fine a I'établissement de la
virémie. En testant cette hypothése, nous avons mis en
évidence la capacité des mDC humaines a fixer, internaliser
et transmettre le BKPyV a des cellules permissives.
Etonnamment, cette interaction ne conduit pas a la
maturation des mDC immatures, posant la question d’'un
éventuel mécanisme d’échappement immunitaire lié au
virus. Une étude plus approfondie chez des patients
transplantés rénaux permettra de clarifier d’autant plus le
réle que peuvent avoir ces cellules dans cette infection.

Mots clés
Transplantation rénale, interaction
polyomavirus BK, cellules dendritiques

héte-pathogéne,

Abstract

The BK polyomavirus (BKPyV) is a ubiquitous human virus
infecting 80% of the worldwide population. The primo-
infection leads to a low-level and long-lasting persistence
of the virus in the reno-urinary epithelia. The BKPyV
reactivates in immunocompromised individuals like HIV-
diseased patients or allograft recipients. It is the first
infectious cause of graft loss in kidney transplanted (KTx)
patients who receive immunosuppressive drugs to impair
organ rejection. In KTx patients, the virus reactivates and
replicates actively, leading to a disease called
polyomavirus associated nephropathy (PVAN). During
early steps of this pathology, the virus is found in the blood
of patients, i.e. viremia. Long-lasting viremia is correlated
with a poor outcome for patients. The BKPyV genome has
been detected in blood immune cells, yet not identifying a
particular cell population associated with the viral genome.
Myeloid dendritic cells (mDC), key players in the induction
and polarization of immune responses, have been
described in kidney, next to BKPyV reactivation sites. Also,
it has been shown that these cells infiltrate specifically the
kidney during PVAN. Finally, they have been shown to be
hijacked from their original function by several viruses to
help their infection. Based on these observations, we
wondered if mDC could be involved in the viruria, i.e. virus
in the urines, to viremia transition. By investigating this
hypothesis, we have shown that human mDC can bind,
internalize and transmit BKPyV to permissive cells.
Surprisingly, this interaction does not lead to maturation of
immature mDC, asking the question of a putative immune
evasion mechanism of the virus. An extensive study in
kidney transplant recipients will allow clarification of the
role that mDC could have in this infection.

Key Words
Kidney transplantation, host-pathogen interaction, BK
polyomavirus, dendritic cells



