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INTRODUCTION

Le polyomavirus BK (BKPyV) fait partie de la famille des Polyomaviridae au méme
titre que le polyomavirus JC (JCPyV). Il a été découvert par Gardner et coll. en 1971. C’est
un virus ubiquitaire, trés répandu dans la population avec une forte séroprévalence. (Gardner
etal., 1971)

L’implication de ce virus en pathologie humaine est liece & des états
d’immunodépression (SIDA, transplantation d’organe, greffe de cellules souches
hématopoiétiques(CSH)...). Ainsi, malgré la séroprévalence élevée, il s’exprime peu chez les
immunocompétents. La primo infection a lieu dans I’enfance et est le plus souvent
asymptomatique. Le cycle de réplication du virus a entiérement lieu dans le noyau de la
cellule héte. De par la petite taille de leur génome, ils dépendent entiérement de la machinerie
cellulaire pour leur multiplication. Puis le virus persiste dans 1’organisme a 1’état latent dans
les cellules de D’épithélium urinaire et dans les leucocytes circulants. Suite a une
transplantation rénale, la réactivation du BKPyV est tres fréquente, une virurie est alors
observée. Ceci peut se compliquer d’une néphropathie tubulo-interstitielle liée au BKPyV
(PyVAN, Polyomavirus Associated Nephropathy). Le traitement repose essentiellement sur la
réduction des doses d’immunosuppresseurs permettant de restaurer une réponse immunitaire
humorale et cellulaire. Une des cibles principales de la réponse humorale est la protéine
principale de capside VVP1, contre laquelle est dirigée la réponse neutralisante. Une région de
la protéine VP1 est particulierement importante pour la reconnaissance par les anticorps : la
région TR de VP1 située sur la boucle BC.

Chez la plupart des patients, la diminution du traitement immunosuppresseur permet
de contréler I’infection par le BKPyV. Cependant, certains patients, presentent une réplication
virale persistante, et ce malgré I’augmentation du titre des anticorps totaux et neutralisants qui
témoigne de la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique. Une des hypothéses qui
peut étre évoquée est I’'une évolution du virus par I’acquisition de mutations au niveau du site
reconnu par les anticorps (Ac). De cette facon, le virus pourrait échapper a la réponse
immunitaire humorale de I’hdte et continuerait a se multiplier. L’objectif de ce travail a ainsi
été de rechercher ’apparition de mutations dans la région TR de VP1 et d’étudier une

éventuelle corrélation avec I’échappement a la réponse humorale.
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GENERALITES

I. Famille des Polyomaviridae

Les polyomavirus, du grec poly- (plusieurs) et -oma (tumeurs) ont été découverts dans
les années 1950. lls étaient classés dans un ler temps parmi les Papovaviridae auxquels
appartiennent aussi les papillomavirus. C’est en 1999 (ICTV T7th report) qu’ils sont classés
dans une famille a part, les Polyomaviridae (Van Regenmortel et Fauquet, 2000). Ces virus
ont été découverts de fagon accidentelle lors la caractérisation d’un agent causant des tumeurs
multiples chez les rongeurs. En 1953, 1’équipe de Gross observe ’apparition de tumeurs de la
glande parotide chez une souris nouveau-née apres inoculation d’un extrait de leucémie de
souris filtré (Gross et al., 1953). Par la suite, cet agent est identifié comme étant un virus
(Stewart et al., 1958). Ce virus fut nommé murine polyomavirus (MPyV) de par sa présence
chez de nombreuses souris et sa capacité a développer des tumeurs chez les souris
immunodéprimées ou les nouveau-nés. Le premier polyomavirus isolé chez le singe fut
découvert en 1960 dans des cellules de rein de singe vert d’Afrique, cellules utilisées pour la
production des vaccins anti-poliovirus. Ce virus fut dénommé simian virus 40 (SV40) par
Sweet et Hilleman. Le SV40 comme le MPyV est capable d’induire des tumeurs chez les
rongeurs. Le SV40 a été retrouvé comme contaminant de vaccins inoculés a I’homme. Malgré
son pouvoir oncogéne théorique, aucune pathologie tumorale associée au SV40 n’a jamais été

identifiée chez ’homme (Sweet et Hilleman, 1960).

Les premiers polyomavirus isolés chez I’homme furent le JC polyomavirus et le BK
polyomavirus. Ils furent découverts tous les deux en 1971.

En 1971, Gardner rapportait la découverte d’un nouveau papovavirus (Gardner et al., 1971).
Ce virus a été isolé chez un patient de 39 ans venant du Soudan. Il présentait trois mois apres
la greffe rénale, une douleur au niveau du greffon et une anurie, associées a une augmentation
de la créatinine. L’examen montrait une fibrose et une ischémie de 1’uretere. Des particules
virales ressemblant a des membres du sous-groupe polyoma des papovavirus furent
découvertes. L’inoculation de 1’urine du patient sur cellules MK (cellules de rein de singe
rhésus) montrait un effet cytopathique en 18 jours tandis que sur cellules Vero (cellules
épithéliales de rein de singe), un effet n’était observé qu’au bout de plusieurs semaines. Le
virus ainsi isolé fut nommé BK virus d’apres les initiales du patient duquel il fut isolé. De
méme pour le JC virus dénommé d’apres les initiales du patient chez qui il fut découvert est
isolé en 1971 par Padgett et coll. a partir de biopsie cérébrale d’un patient. Ce patient

présentait une maladie de Hodgkin compliquée d’une leucoencéphalopathiec multifocale
11



progressive (LEMP). Ainsi ce virus est associé a la LEMP chez des patients immunodéprimés

majoritairement chez des patients atteints du VIH (Padgett et al., 1971).

Depuis, de nombreux autres polyomavirus ont été découverts chez les animaux et aussi chez

I’homme (Dalianis et al., 2013) (Figure 1 et Tableau 1).

TSEYW
HFy "’°~,H"3-“"';-’49.-\.f9
OraPyV2 MasPyV
OraPyV1 MWPW
W $pM.C "'\"
RV

GHPW

2012

& \Z‘L}F}W\?"

Figure 1 - Chronologie de la découverte des différents polyomavirus.

Les polyomavirus sont classés par ordre de découverte chronologique depuis 1950 jusqu’a 2012. Depuis, de

nouveaux virus ont été découverts. Les virus infectant [’homme sont notés en rouge. (Feltkamp et al., 2013)
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Tableau 1 - Les polyomavirus humains suivant la classification ICTV 2016

Abbréviation

Source

Pathologies
associées

lére publication

Famille des Polyomaviridae

Genre alphapolyomavirus

Merkel cell | MCPyV =HPyV5 | Peau Carcinome a | Feng et al., (2008)
polyomavirus cellules de
Merkel
Trichodysplasia TSPyV =HPyV8 | Peau Trichodysplasia | van der Meijden et
spinulosa-associated spinulosa al., (2010)
polyomavirus
Human HPyV9 Peau, sang, urine Scuda et al., (2011)
polyomavirus 9
Human HPyV12 Tractus digestif Korup et al,
polyomavirus 12 (2013)
New Jersey | NJPyV =HPyV13 | Cellules Myositis Mishra et al,,
polyomavirus endothéliales (2014)
(muscle)
Genre betapolyomavirus
BK polyomavirus BKPyV =HPyV1 | Urine, tissu rénal | Néphropathie Gardner et al,
associée au | (1971)
BKPyV, cystite
hémorragique.
JC polyomavirus JCPyV =HPyV2 | LCR, tissu | LEMP Padgett et al,
cérébral (1971)
KI polyomavirus KIPyV =HPyV3 | Tissu Allander et al.,
nasopharyngé (2007)
WU polyomavirus WUPyYV =HPyV4 | Tissu Gaynor et al.,
nasopharyngé (2007)
Genre deltapolyomavirus
Human HPyV6 Peau Schowalter et al.,
polyomavirus 6 (2010)
Human HPyV7 Peau Schowalter et al.,
polyomavirus 7 (2010)
Malawi MWPyV Verrue, selles Siebrasse et al,
polyomavirus =HPyV10 (2012)
St Louis | STLPyV Selles Limetal., (2012)
polyomavirus 19 =HPyV11

(d’apres DeCaprio et al., 2013)
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I1. Le polyomavirus BK

11.1. Caractéristiques générales du virus

Le Polyomavirus Humain de type 1 (HPyV1) mieux connu sous le nom de BK
polyomavirus (BKPyV) est comme tous les membres de cette famille un petit virus d’environ
45 nm de diameétre, non enveloppé dont le génome est une molécule d’ADN double brin

circulaire (Figure 2).

Figure 2 - BKPyV purifié en microscopie électronique
Les particules avec une morphologie typique virus mesurant 45 nm observation des capsomeres. x 250,000.
(Takemoto et al., 1973)

Le génome comporte environ 5200 paires de bases (pb). Dans la particule virale, I’ADN
circulaire est complexé avec des histones cellulaires H2A, H2B, H3 et H4 créant une structure
de mini chromosome.

Sa capside est icosaédrique et consiste en 1’association des protéines VP1 dites protéines
majeures avec les protéines VP2 et VP3 dites protéines mineures. Cette capside est formée de
360 molécules de VP1 arrangées en 72 pentaméres ce qui lui donne sa forme icosaédrique. La
partie C terminale d’une molécule de VP1 s’associe a la molécule VP1 d’a c6té pour fermer le
pentameére. Chagque pentamére de VP1 s’associe avec une protéine VP2 ou VP3 qui est placée
en son centre. Ainsi, seule la protéine VP1 est en contact avec 1’extérieur comme illustré sur

la Figure 3.
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Figure 3 - Représentation de la structure du BKPyV.
Propriété de Swiss Institute of Bioinformatics 2010

11.2. Génome

Le génome est organisé en trois régions, deux codantes et une non codante : une
région codante précoce (Early region), une autre tardive (Late region), toutes deux séparées
par une région régulatrice hypervariable non codante (NCCR= Non-coding control region)
(Figure 4).

a. Région codante précoce

Les genes de la région précoce d’environ 2.4 kb codent pour deux protéines
régulatrices dites antigenes (Ag) de tumeur. Elles sont produites par épissage alternatif a partir
d’un ARN pré messager précurseur commun. Les protéines produites sont distinguées par leur
taille Ag grand T (t pour tumeur), Ag petit t.

- L’Ag T est considéré comme le principal régulateur du processus infectieux. C’est une
protéine constituée de 695 acides aminés et présentant une homologie de 70% avec I’Ag T du
SV40. Il possede de multiples fonctions et activités enzymatiques. Il peut se lier a I’ADN
mais également a de nombreuses protéines cellulaires. Il permet ainsi la production de I’ARN
messager précoce, initie la réplication de ’ADN et active la transcription des génes tardifs.
L’Ag T posseéde donc un role central dans la réplication du virus. L’Ag T initie la réplication
de I’ADN en recrutant I’ADN polymérase au niveau de 1’origine de réplication (ORI) au sein
de la région NCCR. L’Ag T active le promoteur de la région codant les genes tardifs et,
associe a la présence de facteurs de transcription, entraine I’expression des genes tardifs. I
peut se lier aux protéines de la famille des suppresseurs de tumeur pRB (protéine du
rétinoblastome) et p53. La liaison de I’Ag T sur la forme hyperphosphorylée de la pRB
permet une libération du facteur de transcription E2F qui stimule les cellules quiescentes et
les fait entrer en phase S du cycle cellulaire permettant ainsi la réplication du génome.
L’association de I’Ag T avec p53 préviendrait I’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose (Harris
et al., 1996, Eash et al., 2006, Felsani et al., 2006).
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- L’Ag t est une protéine de 172 acides aminés dont le réle est moins bien connu. Il semble
avoir des fonctions multiples au cours du cycle de réplication et des interactions avec la
cellule cible. Il s’associe notamment avec deux sous unités de la protéine phosphatase 2A
(PP2A), inactive les protéines kinases ERK1 et MEK1 et favorise la progression dans le cycle
cellulaire (Bennett et al., 2012).

b. Région codante tardive

Les protéines codées par la région tardive d’environ 2.3 kb sont majoritairement des
protéines de structure : la protéine majeure VP1 et les protéines mineures VP2 et VP3 ainsi
que I’agnoprotéine. La capside de BKPyV est composée de 360 VP1 organisées en 72
pentameéres. Chaque protéine VP1 est associée avec une protéine VP2 ou VVP3 pour former un
capsomere. Les capsomeéres sont reliés entre eux grace aux liaisons entre les domaines C
terminaux des protéines VP1. Ce qui permet de former la capside (Eash et al., 2006).

Un paragraphe spécifique sera consacré a la protéine majeure VP1.

Les protéines mineures de capside VP2 et VP3 s’associent avec un pentamére de VP1, ne sont
pas en contact avec ’extérieur du virus. Il semble que chaque protéine joue un réle unique et
vital dans I’entrée cellulaire et I’assemblage de la capside comme cela a été décrit chez le
SV40. De plus, ces protéines semblent importantes pour I’entrée du virus dans le noyau
(Gharakhanian et al., 2003, Nakanishi et al., 2007).

L’agnoprotéine est une protéine non structurale de 66 acides aminés. Elle n’est pas présente
chez tous les polyomavirus. Son role a été principalement étudié chez le JCPyV. Elle semble
impliquée dans de nombreuses fonctions permettant la libération des virions fonctionnels. Elle
agirait au niveau de la modulation de la transcription des genes viraux et la réplication virale
par interaction avec I’Ag T ainsi que dans la régulation de 1’assemblage du virion par
interaction avec VP1, de la maturation virale et de la libération des particules virales. (Ellis et
al., 2013, Johannessen et al., 2011, Khalili et al., 2005, Myhre et al., 2010, Suzuki et al.,
2012)

c. Région NCCR

La forme archétype de la région régulatrice non codante NCCR fait environ 500 pb et
est localisée entre les deux régions codantes.
Cette région est classiquement divisée en cing séquences O, P, Q, R et S. L’origine de la
réplication est contenue dans la région O. Cette région contient également le site d’initiation
de la transcription des génes précoces, des séquences symétriques qui constituent des sites de
fixation pour I’Ag T et un site de fixation pour NK-kB. Les séquences P, Q et R

correspondent a une région activatrice. Elles comportent des sites de fixation pour les facteurs
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de transcription cellulaire. Il y a une région cis régulatrice CRE pour cAMP responsive
element, une région riche en GC (GC box), plusieurs sites de fixation pour le facteur
transrégulateur Spl et pour les facteurs NF1 et Ets 1. La séquence S possede le site
d’initiation de la transcription des genes tardifs et une séquence ERE de réponse aux
aestrogenes (estrogen response element). Cette région NCCR peut subir des modifications a
type de délétions-insertions distinguant ainsi les souches archétypes NCCR WW des souches
réarrangées NCCR RR.

Agnoprotein

BKV genome

Figure 4 - Structure du génome du BKPyV.
(De Gascun et al., 2013)

11.3. Epidemiologie

Le BKPyV est un virus ubiquitaire. Les différentes études sérologiques montrent une
séroprévalence a 1’age adulte d’environ 80%. D’aprés une étude portant sur 1501 adultes de
plus de 21 ans, 82% possedent des Ac anti BKPyV (Kean et al., 2009). Une autre étude chez
400 donneurs sains de sang retrouve également une séroprévalence de 82% (Egli et al., 2009).
Cette prévalence tend a diminuer avec 1’age. De 87% chez les 20-29 ans, elle baisse & 71%
chez les 50-59 ans sans doute a cause de la perte des Ac avec 1’age. Le méme constat est
réalisé par Kean et coll. avec une légere baisse de la séroprévalence chez les personnes les
plus agees.

C’est un virus qui infecte I’homme dés 1’enfance. Chez des enfants entre 1 et 5 ans, la
séroprévalence est de 38.3% tandis que des 5-10 ans, la séroprévalence est quasiment
identique a celle des adultes soit 74.6% (Kean et al., 2009) (Figure 5). Ceci est concordant

avec une primo infection survenant des le plus jeune age.
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BKV age-specific seroprevalence
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Figure 5 - Séroprévalence du BK virus en fonction de I’age.
(Kean et al., 2009)

4 sous-types I, 1I, 1l et IV sont isolés correspondant a 4 sérotypes différents identifiés par
réaction d’inhibition de 1’hémagglutination (Jin et al., 1993). La répartition de ces sérotypes

dans le monde sera développée plus loin.

11.4. Cycle de réplication

a. Entrée dans la cellule

Il existe plusieurs types de cellules permissives au BKPyV dont les principales sont les
cellules tubulaires rénales et du tractus urinaire. Ainsi, dans la plupart des études étudiant la
multiplication virale in vitro, les cellules utilisées sont des lignées provenant de I’épithélium

rénal.

Fixation au récepteur cellulaire

Pour induire une infection de la cellule, le virus doit pouvoir s’y attacher et avoir des
interactions avec un récepteur présent a la surface de la cellule. Il pourra ensuite étre
internalisé et dirigé vers le site de réplication. Le récepteur utilisé par le BKPyV est de nature
gangliosidique. Les gangliosides sont des oligosaccharides sialylés avec une queue lipidique
céramide qui les ancre dans la membrane cellulaire. Ils peuvent contenir un ou plusieurs
acides sialiques. Des études utilisant des cellules provenant de 1’épithélium du tubule

proximal de rein humain (RPTE pour renal proximal tubule epithelial) ont permis d’identifier
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plus précisément les récepteurs cellulaires : les gangliosides GD1b et GT1b qui contiennent
un résidu terminal acide di-sialique de type a-(2,8) (Figure 6). L’infection de cellules non
permissives est rendue possible aprés I’ajout de ces gangliosides (Low et al., 2006).
Récemment, la supplémentation de cellules Vero en gangliosides GD2 et GD3 possédant le
méme acide sialique montre une augmentation de la permissivité de ces cellules au BKPyV,
ce qui suggeére que ce virus peut utiliser différents types de gangliosides pour entrer (Neu et
al., 2013).

Ganglioside Structures
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Figure 6 - Structures des gangliosides.
(O’Hara et al., 2014)

Internalisation et signalisation intracellulaire

Apres la fixation sur le récepteur, le virus doit entrer dans la cellule. L’internalisation
est lente, et dans les hRPTECS semble étre le résultat d’une endocytose médiée par la voie
des cavéolines (Dugan et al., 2006). Ceci differe du JCPyV, dont 1’entrée fait intervenir une
endocytose médiée par un récepteur dépendant des clathrines. La cavéole est un type de
microdomaine spécifique retrouvé au niveau d’invaginations de la membrane plasmatique,
enrichies en cholestérol. Sa formation est dépendante de protéines cavéolines comme la
caveoline-1 (Bastiani et al., 2010).
Par la suite, les capsides virales sont dirigées du cytoplasme jusqu’au réticulum
endoplasmique. Ce transport dépend de la machinerie cellulaire et plus particulierement d’un
transport via le cytosquelette par les microtubules. L’utilisation d’inhibiteurs a permis de
montrer la nécessité des microtubules mais pas de 1’actine. Ainsi une déstabilisation des
microtubules inhibe I’infection (Eash et al., 2005, Jiang et al., 2009).

Décapsidation du virus et entrée dans le noyau
Parmi les virus a ADN, le passage par le réticulum endoplasmique est spécifique aux

polyomavirus. Le principal avantage du passage dans le réticulum endoplasmique, est

19




I’utilisation des protéines chaperonnes, d’isomérases disulfures, et réductase pour la
décapsidation du virus.

Le SV40 semble entrer dans le noyau par 1’intermédiaire d’un pore nucléaire. La particule
virale complete du BKPyV fait environ 45 nm de diamétre, elle est trop grande pour pouvoir
passer directement dans le pore du noyau mais une étape de décapsidation partielle préalable
lui permet de diminuer sa taille (< 39nm) et de passer par le pore (Farhenkrog et al., 2003,
Pante et al., 2002). Un signal de localisation nucléaire est présent sur les protéines de capside
(VP2 et VP3) mais n’est pas exprimé dans la particule virale complete, la décapsidation

permettrait de le mettre en évidence (Nakanishi et al., 2007).

b. Transcription et réplication

Expression des proteines précoces

Une fois dans le noyau, le BKPyV utilise les facteurs nucléaires pour permettre
I’expression des geénes viraux. Les protéines régulatrices Ag T et Ag t sont exprimées en
premier, suivies par D’initiation de la réplication puis 1’expression des genes tardifs. Le
promoteur des génes précoces situé dans la région NCCR permet I’expression d’un transcrit
primaire par I’ARN polymérase de I’hote qui donnera par épissage alternatif les ARN
messagers (ARNm). Les ARNm seront dirigés vers le cytoplasme pour la traduction en

protéines précoces.

Réplication du génome viral

L’Ag T exprime ses fonctions régulatrices, c’est la seule protéine virale importante
pour la réplication, le reste des eléments est apporté par la cellule hote. La liaison de ’Ag T
sur le pRB permet de lever I’inhibition de la réplication par E2F et sa liaison au p53 bloque
I’apoptose, permettant a la cellule de progresser dans le cycle cellulaire et d’entrer en phase S
(Harris et al., 1996, Felsani et al., 2006). L’Ag t joue également un réle dans le contréle de la
progression du cycle cellulaire. Les fonctions des protéines régulatrices, altérant le cycle
cellulaire conférent de potentielles propriétés oncogénes au BKPyV. Pour I’instant, aucune
preuve de transformation oncogénique associée au BKPyV n’a été trouvée chez I’homme.
La réplication commence au niveau de ’origine de réplication sur la région NCCR. L’Ag T
se fixe sur cette region, et forme un double hexameére entrainant 1’hydrolyse de I’ATP, le
déroulement de la chromatine virale par I’action hélicase. Les hexaméres d’Ag T recrutent
ensuite la protéine de réplication A (RPA) qui initie le déroulement de la double molécule
d’ADN, I’ADN polymérase-o/primase cellulaire ainsi que la topo isomérase 1. L’ADN

polymérase-o/primase cellulaire synthétise les amorces d’ARN servant de matrice de
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réplication pour la polymérase lambda tandis que la topo isomérase | permet de maintenir la
molécule d’ADN dans une conformation adéquate. La réplication de I’ADN viral commence
(Tognon et al., 2003). La synthése se déroule de fagon bidirectionnelle a partir de 1’origine de
la réplication jusqu’a ce que le complexe se retrouve de 1’autre cété du génome. L’ADN
nouvellement synthétisé se complexe avec des histones cellulaires pour prendre sa forme de

mini chromosome.

Production des génes tardifs
Les ARNm des génes tardifs sont transcrits dans un 2°™ temps. Les protéines de
capside VP1, VP2 et VP3 ainsi que I’agnoprotéine sont synthétisées dans le cytoplasme, elles

contiennent des signaux de localisation leur permettant d’étre redirigées vers le noyau.

c. Assemblage et libérations des virus néoformés.

Les virions sont assemblés dans le noyau. lls sont formés par 1’assemblage des
capsomeres autour d’un génome nouvellement synthétisé. Les protéines VP1 se lient entre
elles par leur domaine C terminal en un pentamére s’associant avec une protéine mineure VP2
ou VP3 et les pentameéres formés s’associent entre eux pour former la capside. Des particules
vides peuvent €¢galement €tre produites, les capsomeres s’assemblant sans ADN a I’intérieur.
Ces virions s’accumulent dans le noyau et sont visibles en microscopie électronique en
transmission sous la forme d’inclusion intra nucléaire. L’accumulation de ces particules
virales engorge le noyau provoquant une pression dans celui-ci, la lyse de la cellule entraine
la libération des virions. L’agnoprotéine semble avoir un role dans la formation de la capside

(par interaction avec VP1) et aussi dans la libération des virus.

Les différentes étapes du cycle de réplication du BKPyV sont représentées sur la Figure 7.

21



tViFolog €]

Figure 7 - Le cycle cellulaire du BKPyV

1. Fixation du virus sur son récepteur cellulaire. 2. Internalisation par endocytose médiée par la voie des
cavéolines. 3. Transfert grace aux microtubules vers le réticulum endoplasmique (RE). 4. Décapsidation
partielle dans le RE. 5. Passage par le pore nucléaire. 6. Transcription des genes précoces. 7. Réplication du
génome viral. 8. Transcription des génes tardifs. 9. Assemblage des virions dans le noyau. (Mazalrey et al.,
2015)

11.5. Pouvoir pathogene

a. Primo infection

La primo infection survenant la plupart du temps dans I’enfance est asymptomatique
dans la majorité des cas. Des publications anciennes suggerent que la primo infection peut
survenir sous forme de syndrome pseudo grippal. De facon anecdotique, des primo infections
symptomatiques a type de cystite (hémorragique ou non) ou de syndrome néphrotique ont été
rapportées (Hirsch et al., 2003, Goudsmit et al., 1982).

La voie de transmission n’est pas totalement élucidée. La voie principalement suspectée est la
transmission par voie respiratoire a cause de la fréquence de séroconversion dans I’enfance, la
possibilité de symptdmes des voies respiratoires supérieures et la détection du virus par PCR
au niveau salivaire et des amygdales chez des enfants. (Goudsmit et al., 1982, Sundsfjord et

al., 1994). Par la suite, la dissémination dans I’organisme se ferait par voie hématogéne.
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D’autres voies ont été évoquées. La transmission urino-orale par 1’intermédiaire d’aliments ou
d’eau contaminés par des urines de patients infectés semble possible. Le BKPyV a ainsi été
retrouvé dans I’environnement. (Bofill-Mas et al., 2000)

La transmission transplacentaire serait possible mais est controversée, des IgM et de I’ADN
du BKPyV ont été retrouvés respectivement dans du sérum issu de sang de cordon et au
niveau du placenta et de tissus feetaux. (Pietropaolo et al., 1998, Brown et al., 1984)

Enfin d’autres voies comme les transfusions sanguines, la greffe d’organe surtout la greffe de
rein et le sperme sont proposées. (Zambrano et al., 2002, Dolei et al., 2000, Andrews et al.,
1988)

b. Réactivation

Immunocompétents

Chez les immunocompétents, le BKPyV reste a 1’état latent apres la primo infection.
Des réactivations asymptomatiques avec une excrétion du virus dans les urines par
desquamation sont observées chez environ 10% des sujets sains. Egli et coll. observent une
virurie chez 7% des donneurs sains. De méme une virurie peut étre détectée chez pres de 25%
des femmes enceintes. (Jin et al., 1993, Egli et al., 2009)
Le virus persiste principalement dans les cellules du tractus réno-urinaire mais il a aussi été
retrouvé dans d’autres cellules comme les leucocytes dans le sang ou les cellules des glandes
salivaires et ’ADN viral a pu étre détecté dans un certain nombre de tissus (prostate,

vessie...).

Immunodéprimés
Chez les immunodéprimés, les réactivations objectivées par une excrétion urinaire
sont plus fréquentes. Des pathologies associées a cette réactivation peuvent étre observées.

Elles sont liées aux différents types d’immunodépression (Figure 8).

Immunodeépression acquise

La cause la plus fréquente de dysimmunité acquise est I’infection par le VIH avec la
diminution du taux de lymphocytes T CD4 associée a I’apparition d’infections opportunistes.
D’autres causes de dysimmunité sont les greffes d’organe solide comme le rein ou les greffes
de cellules souches hématopoiétiques (CSH). Lors des transplantations d’organe, le patient
regoit un traitement immunosuppresseur pour éviter une réaction de 1’hdte contre le greffon ce

qui par conséquent entraine une immunodépression du patient.

23



- VIH et BKPyV

Le plus pathologique des polyomavirus dans le contexte de 1’infection VIH est le
JCPyV avec la LEMP affectant 1-6% des patients VIH au stade SIDA. Avant les traitements
par antirétroviraux, il y avait quelques cas d’infections sévéres a BKPyV chez les patients
sidéens. Dans des publications anciennes, le BKPyV était retrouvé dans les urines de 27 a
51% des patients dés lors que les CD4 chutaient en dessous de 200 cellules/uL. De plus, la
présence de Decoy cells était mise en évidence bien plus souvent avec un taux de CD4 en
dessous de 200 cellules/uL (Markowitz et al., 1993, Knowles et al., 1999, Sundsfjord et al.,
1994). Cependant la présence du virus ou de Decoy cells ne signifie pas forcément que le
patient est atteint de PyVAN. Cette pathologie n’était retrouvée que dans le cas
d’immunodépression sévére chez des patients avec un taux de CD4 bas (<50 cellules/pL).
Chez certains patients des défaillances multi viscérales avaient été mise en évidence avec une
PYVAN, meéningoencéphalite, pneumonie et/ou rétinite. De plus, des cas de cystites
hémorragiques avaient été rapportés confirmées par la présence du BKPyV en microscopie
électronique et PCR ou excrétion de Decoy cells par immunohistochimie (Bratt et al., 1999).

- Greffe de CSH et BKPyV

Chez les patients greffés de CSH, I’incidence des cystites hémorragiques est de 10%.
Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de la cystite hémorragique : la toxicité sur le rein
des molécules utilisées lors du conditionnement comme le cyclophosphamide ou le busulphan
ainsi que I’irradiation totale, et les infections virales comme le BKPyV ou I’adénovirus.
La cystite hémorragique chez les greffés de CSH résulterait de 1’association de plusieurs
mécanismes. Tout d’abord des lésions de la muqueuse dues a la chimiothérapie apparaissent
puis il y a une réactivation du BKPyV pendant la phase d’aplasie avec une intensification des
Iésions et enfin une réaction inflammatoire avec un infiltrat lymphocytaire et la destruction
des cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxique. La cystite a BKPyV serait
d’apparition tardive, de durée assez longue (plus d’une semaine) et il y aurait une virurie
persistante, a la différence des cystites hémorragiques résultant de 1’accumulation d’acroléine
(métabolite toxique du cyclophosphamide) qui surviennent en général dans la semaine suivant
la greffe et sont de courte durée. Cependant une excrétion du BKPyV n’est pas
pathognomonique de la cystite hémorragique puisqu’une virurie est retrouvée chez environ la
moitié des patients greffés de CSH. La présence d’une forte virurie > 10'° cp/24h d’urine
semble étre associée a des cystites hémorragiques séveres. Le traitement repose sur
I’administration d’un anti douleur, une hyperhydratation, I’irrigation de la vessie et chirurgie
urothéliale. Quelques cas d’un traitement efficace par vidarabine ou cidofovir ont été

rapportés. (Leung et al., 2005, Hirsch et al., 2003)
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D’autres infections a BKPyV ont été décrites comme des dysfonctions hépatique, rénale ou
pneumonies interstitielles. Ces cas sont rares.

- Greffe d’organe solide et BKPYV

Chez les patients greffés de rein, la principale pathologie liée au BKPyV est la
néphropathie tubulo interstitielle associée au BKPyV. Cette pathologie sera développée dans
la partie suivante. D’autres pathologies sont aussi retrouvées chez ces patients comme la

sténose urétérale comme ce fut le cas chez le patient qui a permis la découverte du BKPyV.

PRIMOINFECTION asymptomatique dans I’enfance

(Fiévre, atteinte bénigne des voies aériennes supérieures)

\ 4

REACTIVATION chez IMMUNODEPRIME I
I TRANSPLANTES RENAUX I GREFFE de CSH Adutres atteintes rares
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(incidence 1-10%)

Figure 8 - Le pouvoir pathogéne du BKPyV

11.6. Néphropathie tubulo interstitielle associée au BKPyV
a. Epidémiologie

En transplantation rénale, une excrétion du BKPyV peut étre observée chez plus de
50% des transplantés et sa présence dans le sang peut étre observée chez environ 10-30% des
patients (Bressollette-Bodin et al., 2005, Hirsch et al.,, 2002). Chez certains greffeés,
I’infection par le BKPYV peut entrainer des sténoses urétérales, des dysfonctions transitoires
du greffon ou une défaillance irréversible du greffon par néphropathie tubulo interstitielle liée
au BKPyV ou PyVAN (polyomavirus associated nephropathy). Avant 1’ére de la ciclosporine,
les sténoses uretérales étaient les infections a BKPyV les plus décrites (Coleman et al., 1978).
L’émergence des PyVAN est liée a 1’utilisation de nouvelles drogues immunosuppressives
telles que le tacrolimus ou le mycophénolate mofétil dans les années 1990 (Purighalla et al.,

1995). La PyVAN est une néphropathie tubulo interstitielle survenant le plus souvent dans les
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2 ans post greffe de rein. Elle est quasi exclusivement observée chez les greffés de rein et tres

rarement décrite chez d’autres types de greffés d’organe solide.

b. Physiopathologie

Tout d’abord, il y a une réplication intense et prolongée du virus au niveau des cellules
épithéliales du rein et du tractus urinaire. Un virurie apparait. Puis en 1’absence de contrdle de
I’infection par le systéme immunitaire de 1’héte, la réplication virale entraine des effets
cytopathogenes marqués par la lyse des cellules, et la 1ésion de la membrane basale qui laisse
passer les virus dans le sang. Une virémie est alors présente. Ainsi le début de la maladie est
marqué par ’infiltration du tissu par des cellules inflammatoires, évoluant vers une atrophie
tubulaire et une fibrose interstiticlle. L’apparition d’une dysfonction du greffon est
progressive et peut étre irréversible dans les stades tardifs (Randhawa et al., 1999). En post
transplantation rénale, 25-30% des patients vont développer une virurie et 10-15% une
virémie. Dans environ 5 % des cas, la pathologie évoluera en PyVAN (Figure 9) (Hirsch et
al., 2002)

PYVAN (5%)

Virémie (10-15%)

Virurie (25-30%)

BKPyV négatif

Figure 9 — Fréquence des infections a BKPyV chez les greffés rénaux.
(d’apreés Hirsch et al., 2002)
c. Facteurs de risque de PyVAN

L’incidence de I’infection a BKPYV est plus élevee chez les greffés de rein par rapport
aux autres greffes d’organe solide ou aux greffes de CSH. Certains facteurs de risque liés au

donneur ont été suggérés : le nombre de mismatches HLA, la greffe a partir d’un donneur
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décédé, un fort taux d’Ac anti BKPyV ou une charge virale élevée dans le greffon suggérant
une infection récente, le sexe féminin.... D’autres facteurs sont liés au receveur comme le
sexe masculin, un age avancé, 1’absence d’Ac anti BKPyV ou un taux faible, un systéeme
immunitaire défaillant. Et enfin des facteurs liés a la prise en charge post greffe comme la
présence de stent dans l’uretére, un rejet aigu du greffon et un traitement anti rejet,
I’administration de corticoides, la déplétion en lymphocytes producteurs d’Ac, une
concentration importante en immunosuppresseurs, la faible réponse lymphocytes T anti
BKPyV. Lors d’une deuxieme transplantation rénale apres une premiere perte de greffon liée
a une PyVAN le patient est aussi plus a risque de développer une nouvelle fois une PyVAN.
Parmi les immunosuppresseurs, certains seraient plus a risque d’induire une infection par le
BKPyV comme I’association de tacrolimus et mycophénolate mofétil comparée a ciclosporine
et mycophénolate mofétil ou inhibiteurs de mTOR (Figure 10) (Hirsch et al., 2013).

Donneur (organe) Receveur
- Mismatches HLA - Age avancé
- Prélévement d’organe post-mortem - Sexe masculin
- Titre élevé d’Ac anti BKPyV - Absence d’Ac anti BKPyV ou taux faible
- Sexe féminin - Antécédent de PyVAN

Facteurs de risque
& de PyVAN )
/ Post-transplantation \

- Stents urétéraux

- Rejet aigu du greffon

- Traitement par corticoides

- Absence ou faible réponse cellulaire T spécifique du BKPyV
- Association tacrolimus-mycophénolate mofétil

- Forte posologie des immunosuppresseurs

Figure 10 - Facteurs de risque de PyVAN chez les patients greffés de rein.
(Hirsch et al., 2013)

d. Signes cliniques et biologiques

Il n’y a pas de signe clinique évoquant la PyVAN. Ainsi, la PyVAN passe inapergue
(pas de fievre ou de symptome d’infection virale). Il existe un signe biologique évoquant la
dégradation de la fonction rénale : la baisse de la clairance rénale de la créatinine. Cependant
ce signe est aspécifique et peut aussi correspondre a d’autres diagnostics différentiels de la
PyVAN comme le rejet aigu de greffe. Il faut donc surveiller de prés les patients greffés de
reins a la recherche d’une réplication de ce virus puisque I’infection est inapparente

cliniqguement.
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e. Meéthodes diagnostiques

Cytologie urinaire (recherche de Decoy cells)

La cytologie urinaire correspond a la recherche de cellules infectées par le virus
provenant de la desquamation de 1’épithélium tubulaire rénal. Cette recherche est effectuée
apres une coloration spécifique, la coloration de Papanicolaou. Ces cellules sont appelées
Decoy cells car elles peuvent étre confondues de par leur aspect atypique avec des cellules
malignes. Ce sont de volumineuses cellules avec un haut rapport nucléo-cytoplasmique. Le
noyau est gros, homogéne et présente un aspect en verre dépoli, I’inclusion centrale basophile
parait occuper tout le noyau (Figure 11). Ce test est assez sensible puisque 100% des patients
présentant une PyVAN sont positifs. Mais il est tres peu spécifique car seulement 29% des
patients présentant des Decoy cells sont atteints de PyVAN. De plus, c’est un test qui est
difficilement applicable au suivi systématique de larges cohortes car non automatisable (Dall
et al., 2008, Kohet al., 2012).

Figure 11 - Présence de Decoy cell, dans I’urine.
Ce sont de grandes cellules basophiles & noyau élargi, chromatine en verre dépoli, inclusion nucléaire
(Drachenberg et al., 2005 a gauche, Koh et al., 2012 a droite).

Recherche d’agrégats de virus dans les urines par microscopie électronique

(polyomavirus-Haufen test)

« Haufen » signifie agrégats en allemand. C’est un test non invasif, des agrégats de
particules virales sont recherchés dans les urines des patients transplantés de rein par
microscopie électronique. La détection des « polyomavirus-Haufen » est bien corrélée avec
I’existence d’une PyVAN, avec une forte valeur prédictive positive et négative. Les agrégats
de polyomavirus sont formés au niveau des tubules rénaux et résultent de la réplication virale
aboutissant a la lyse cellulaire et a la libération de ces virions néoformés dans la lumiére
tubulaire (Figure 12) (Singh et al., 2009).
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Figure 12 - Agrégat de virus (polyomavirus-Haufen) dans I’urine d’un patient atteint de PyVAN.
Microscopie électronique (uranyl acetate stain: x100000 magnification). (Nickeleit et al., 2015).

Recherche du génome viral dans les urines et le sang

La détection de I’ADN viral se fait par PCR temps réel et quantitatives. Il existe des
techniques maison mais aussi des kits commerciaux. C’est actuellement la méthode de
référence utilisée pour le suivi des patients a risque. La détection de I’ADN viral dans les
urines (virurie) présente les avantages suivant: une forte valeur prédictive négative de
PyVAN, une positivité plus précoce que I’apparition de la virémie (6-12 semaines), le
prélevement est non invasif. Ses inconvénients sont la faible valeur prédictive positive, la
virurie peut étre fluctuante, le BKPyV peut persister plus longtemps dans les urines apres
I’initiation du traitement par rapport au virus détecté dans le sang (Hirsch et al., 2002,
Randhawa et al., 2005, Drachenberg et al., 2004, Funk et al., 2008). La virémie peut étre
recherchée tous les mois, lorsqu’elle est positive avec une charge supérieure a 4 log cp/mL de
facon soutenue, elle oriente vers une PyVAN probable et ce méme sans confirmation par la

biopsie.

Ponction biopsie rénale

C’est I’examen permettant une confirmation de la PyVAN et il permet d’objectiver
I’étendue des lésions. Lors de la ponction biopsie rénale, les Iésions observées sont classées
en 3 stades A, B et C (Tableau 2).
Le stade A est le stade le plus precoce, la fonction rénale est le plus souvent préservée et les
Iésions sont modérées et focales. A ce stade, la biopsie peut étre faussement négative si elle
n’est pas réalisée au niveau d’une 1ésion. La répétition des biopsies peut étre utile.
Le stade B correspond a des 1ésions d’inflammation et un effet cytopathogene plus marqués,

ainsi que des lésions d’atrophie et de fibrose progressive (Figure 13).
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Le stade C est le stade le plus sévére, les lésions y sont importantes (fibrose), irréversibles et
il est associé a une dysfonction sévere du greffon. Le stade est prédictif du devenir du greffon
(Hirsch et Randhawa, 2013).

Pour confirmer I’implication du BKPyV, la détection des antigenes viraux est réalisée par
immunohistochimie (Figure 13). Ceci permet de différencier les infections liées au BKPyV
des autres infections virales comme celles liées a 1’adénovirus ou a I’herpeés. Le plus souvent,

les Ac utilisés sont des Ac dirigés contre I’Ag T du SV40. lls croisent avec les Ag T du

BKPyV et du JCPyV. Il existe des Ac spécifiques du BKPyV utilisés a visée de recherche.
(Hirsch et Randhawa, 2013)
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Figure 13 - Biopsie rénale d’un patient stade B de PyVAN

(Nickeleit et al., 2006)

(@) Biopsie rénale d’un patient stade B de PyVAN. Les fleches montrent des inclusions intranucléaires dans les
cellules tubulaires. Les tétes de fleches montrent la dénudation des membranes basales tubulaires et la lyse de
cellules épithéliales tubulaires. Le compartiment interstitiel montre des wdeémes et infiltrat de cellules
inflammatoires Coloration PAS (Periodic acid schiff) épithéliales x 140.

(b) Révélation des cellules infectées par immunohistochimie. La fleche montre une dénudation de la membrane
basale. Tissu parrafiné fixé par la formaline, Ac dirigés contre I’Ag T du SV40. X 100.

Tableau 2 - Description des différents stades de PyVAN.

Stade A Stade B Stade C
B2 B3
Altérations cytologiques <25% 11-50% Variable
Inflammation interstitielle | <10% | 11-25% | Variable | >50% | Variable
Atrophie tubulaire <10% <50% >50%
Fibrose interstitielle <10% <50% >50%
Risque de perte du greffon | <10% 25% 50% 75% | >80%

(d’apres Hirsch et Randhawa, 2013)
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Les différents tests utilisés lors du screening a la recherche de la réplication du BKPyV
permettent de classer les patients en fonction de la probabilité du diagnostic de PyVAN en

diagnostic possible, probable ou prouveé voir le Tableau 3.

Tableau 3 - Criteres diagnostiques d’une PyVAN.

Diagnostic de PyVAN

Possible Probable Prouvé

Urine | -Recherche de Decoy cells
-Virurie > 7 log cp/mL + + +

- « polyomavirus-Haufen »

Sang Virémie > 4 log cp/mL - + +
Biopsie | Lésions de PyVAN - - +
Traitement Non Oui Oui

(d’apres Hirsch et Randhawa, 2013)

f. Démarche diagnostique

Selon les recommandations internationales, la recherche de la réplication du BKPyV
doit étre effectuée de fagon systématique en post greffe de rein. Devant ’absence de
traitement antiviral efficace, la détection précoce de la réactivation du BKPyV permet
d’initier la réduction des immunosuppresseurs et de limiter 1’évolution vers une PyVAN. Pour
cela, il est conseillé d’effectuer une recherche au moins tous les 3 mois pendant les 2
premiéres années post greffe puis annuellement jusqu’a la 5°™ année. La détection de la
réplication du virus peut étre réalisée par PCR quantitative dans les urines ou recherche de
Decoy cell et/ou PCR quantitative dans le sang. Ceci permettrait d’identifier au moins 80%
des patients a risque de PyVAN avant 1’altération de la fonction rénale. Plusieurs types de
stratégies peuvent étre mises en place. La Figure 14 explique la démarche diagnostique

préconisée par Hirsch et Randhawa. (Hirsch et Randhawa, 2013)
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Screening -Tous les 1-3 mois Négative

-Dysfonction du greffon
-Indication a une biopsie du greffon
\
\ [ Urines : PCR quantitative (>107 cp/mL) ou recherche Decoy cell ]
\
\
Négative \ Positive

\/
N\ ;\[ Sang : PCR quantitative (>10* cp/mL) ]

Positive

Biopsie négative ou non réalisée k—— Biopsie du greffon ] <
mais PyVAN présomptive \

Positive PyVAN confirmée
\ (Stade A, B, C ?)

Réduction des immunosuppresseurs
-Diminution des anti calcineurine
-Diminution des drogues anti prolifératives. PE——

Ajout d’un traitement anti viral?

Cidofovir, switch par du leflunomide, 1g IV

ﬂ ) Positive
<:'[ Sang : PCR quantitative (>10% cp/mL) [

J

.

Négative : PyVAN résolue

Figure 14 - Dépistage, suivi et prise en charge des infections a BKPyV chez les patients transplantés de
rein.
(d’apreés Hirsch et Randhawa, 2013)

Au CHU de Nantes, la détermination de la virurie et de la virémie sont réalisées de facon

concomitante.

g. Traitement des PyVAN

Le traitement immunosuppresseur classique apres transplantation rénale associe
corticoides, inhibiteur de calcineurine (ciclosporine ou tacrolimus) et inhibiteur de
prolifération cellulaire (mycophénolate mofétil). Lors d’une PyVAN confirmée ou probable,

plusieurs stratégies thérapeutiques peuvent étre envisagees :

- Réduction de 'immunosuppression

Devant une PyVAN, le premier traitement consiste en la diminution de

I’immunosuppression. L’objectif est de restaurer le systéme immunitaire en diminuant le
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traitement immunosuppresseur voir en ’arrétant. Un monitorage des charges virales du
BKPyV dans le sang et les urines par PCR permettra d’adapter les immunosuppresseurs.
Ainsi de nombreuses études observationnelles ont prouvé que plus de 85% des virémies
disparaissent a la suite d’une réduction de I’immunosuppression. (Wadei et al., 2006, Schaub
et al., 2010, Giraldi et al., 2007).
La corticothérapie sera fortement réduite voire arrétée.
Certains immunosuppresseurs sont plus a risque d’induire des PyVAN : le mycophénolate
mofétil ou le tacrolimus.
De plus, des taux cibles des immunosuppresseurs sont préconisés (Hirsch et Rhandawa,
2013).

Tacrolimus < 6 ng/mL

Ciclosporine < 150 ng/mL

Sirolimus <6 ng/mL

Mycophénolate mofétil dose équivalente par jour < 1000mg
Chez des patients présentant une PyVAN avancée, une diminution plus importante des doses

peut étre nécessaire.

- Changement d’immunosuppresseur

Certains immunosuppresseurs sont plus a risque de PyVAN que d’autres ainsi leur
changement pour un autre immunosuppresseur peut étre évoquée. Par exemple, il peut étre
proposé de changer le tacrolimus par de la ciclosporine a faible dose, I’inhibiteur de
calcineurine par du sirolimus a faible dose ou le mycophénolate mofétil par de faibles doses
de sirolimus....

Le Sirolimus est un inhibiteur de mTOR, il agit comme immunosuppresseur, réduit la

translation et la progression du cycle cellulaire.

- Ajout d’un traitement anti viral

Chez des patients, malgré la réduction du traitement immunosuppresseur, la charge
virale du BKPyV reste élevée. Dans ce cas, un traitement anti viral peut étre proposé. Il n’y a
pas de traitement antiviral specifique du BKPyV mais plusieurs thérapies ont éte étudiées.

Cidofovir et CMX 001

Le cidofovir est un analogue nucléosidique utilisé dans le traitement du CMV en
inhibant I’ADN polymérase. Il inhibe la réplication du BKPyV in vitro mais présente une

toxicité cellulaire. Un traitement par une faible dose de cidofovir chez des patients greffés de

33



CSH a présenté des effets positifs cliniquement et biologiquement avec une réduction de la
virurie et de la virémie. (Savona et al., 2007). Cependant, chez des patients greffés de rein, le
traitement par cidofovir est limité de par sa néphrotoxicité et sa faible biodisponibilité par
voie orale (Safrin et al., 1997).

Le CMX 001 (hexadecyloxypropyl-cidofovir, brincidofovir) est un dérivé du cidofovir
conjugué a un lipide. Il permet d’augmenter la biodisponibilité orale du cidofovir et de
diminuer sa néphrotoxicité. Le CMX 001 est plus efficace que le cidofovir sur la réplication
du BKPyV in vitro. (Rinaldo et al., 2010) Plusieurs cas de patients traités efficacement par le
CMX 001 ont été rapportés. Pour I’instant, I’action in vivo n’a pas encore été confirmée par
des études randomisées

Léflunomide

Le Iéflunomide est un immunosuppresseur qui inhibe la dihydroorotate
déhydrogénase, la tyrosine kinase et la synthése de la pyrimidine. Il a une faible activité
inhibitrice sur la réplication du BKPyV in vitro. Les études in vitro sur des cellules RPTE
montrent des résultats contradictoires (Farasati et al., 2005, Bernhoff et al., 2010). Une étude
rétrospective sur de patients transplantés de rein a montré une diminution des charges virales
urinaires et sanguines chez les patients traités par Iéflunomide. Cependant, de nombreux effets
indésirables ont été décrits : hépatite, hémolyse, microangiopathie thrombotique, pneumonie
fongique et aplasie médullaire. (Josephson et al., 2006, Williams et al., 2005)

Fluoroquinolones

Les fluoroguinolones sont des antibiotiques qui inhibent la réplication de I’ADN
bactérien en agissant sur la topoisomérase de type II. Sur les virus, elles inhiberaient I’activité
hélicase de I’Ag T. (Ali et al., 2007). L’utilisation de fluoroquinolone avec une diminution de
I’immunosuppression est efficace in vitro. (Portolani et al., 1988). L’utilisation de
fluoroquinolone en prophylaxie de PyVAN chez les greffés de rein ou de cystite
hémorragique chez les greffés de CSH semble efficace. (Gabardi et al., 2010, Leung et al.,
2005)

Immunoglobulines intraveineuses

Les Ig IV contiennent des Ac neutralisants dirigés contre le BKPyV, en association
avec une diminution de I’'immunosuppression, elles ont ét¢ utilisées pour traiter des infections
a BKPyV. Les Ig IV ne pénétrent pas dans le compartiment intracellulaire mais elles agissent
par leur action neutralisante et des effets immunomodulateurs indirects. Ceci a été démontré
in vitro. Cependant des données contradictoires ont été observées in vivo, ainsi, un titre élevé
d’Ac ne protége pas de I’infection (Randhawa et al., 2010, Randhawa et al., 2015, Bohl et al.,
2008).
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I11. La protéine de capside VP1 du polyomavirus

La protéine VP1 est la protéine majeure de capside. La capside du BKPyV est de
forme icosaédrique contenant 360 protéines VP1 associées en 72 pentameres. Chaque partie C
terminale permet de se fixer sur le pentameére d’a coté et donc de constituer la capside. Un
pourcentage d’identité de séquence élevé est retrouvé entre les polyomavirus. Il existe une
homologie d’environ 70% entre la protéine VP1 du BKPyV et du SV40. (Kean et al., 2009)

I11.1. Structure de la protéine

La structure cristallographique de la particule du SV40 a été publiée pour la 1% fois
par Liddington en 1991. La protéine de capside VP1 est divisée en plusieurs domaines de A a
J (Liddington et al., 1991).
La structure tertiaire d’une protéine VP1 (soit une sous unité du pentameére) est constituée
d’un bras N-terminal, dun sandwich de feuillets B et un bras C-terminal qui permet de faire la
jonction entre les différents pentameres.
La structure est présentée Figure 15. Les 2 feuillets B correspondent aux domaines BIDG2 et
CHEFGL. Les différents domaines se placent de fagcon presque paralléle autour d’un axe a 5
cotés. Des boucles émergent de la structure du feuillet p : BC, DE, EF, GH et HI. Les boucles
BC, DE et HI sont des structures proches et placées a I’extérieur du sandwich. La longue
boucle EF de 64 résidus est a I’intérieur du virus et a une forme de spirale donnant sur le coté
de la protéine. Deux domaines s’ajoutent au feuillet BIDG1 quatre résidus de N terminal
forment le domaine A et la partie C terminale d’un pentameére adjacent le domaine J. Le
domaine A ainsi que I’hélice A bloquent le domaine J de la sous unité adjacente et le
maintiennent en place, permettant le maintien du pentamere. Le bras C terminal est constitué
de 3 segments I’hélice C (302-314), I’insert C (315-344) contenant le domaine J (résidus 330-
336) et la boucle C (345-361) (Figure 15).
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Figure 15 - Vue d’une protéine VP1 correspondant a une sous unité du pentamére.
En bleu : le feuillet § BIDG2, en rouge : le feuillet f CHEFGI, en violet : boucles liant les brins des feuillets
(BC, DE, EF, GH, HI), en vert les parties N-terminale, en jaune les parties C-terminale (Liddington et al., 1991)

Cing sous unités VP1 s’associent pour former un pentamére (Figure 16). Le domaine G est
divisé en 2 parties. La parte C terminale de G nommée G2 réalise plusieurs liaisons
hydrogénes avec le feuillet BIDG. La partie N terminale de G nommée G1 correspond & un
5°M domaine du feuillet CHEF de la sous unité voisine. Le brin D quitte & mi-parcours le
feuillet BIDG ; il forme la boucle DE contenant une hélice a se situant dans la spirale des
boucles EF et les boucles BC et HI de la sous unité voisine.

Le pentamere possede une forme conique la base se situant a la partie interne de la capside.
Les boucles BC, DE et HI forment la surface du pentamere ce sont les seules parties exposees
a la surface du virus et donc sont en contact avec le milieu extérieur. Ce sont ces régions qui
sont impliquées dans la reconnaissance et la fixation au récepteur cellulaire.

La base est formeée par les brins F et G.

Chaqgue pentamere recoit (fixe) cing bras invasifs (C terminal) et envoi cing bras invasifs (un

venant de chaque sous unité) permettant de se lier aux pentaméres voisins.
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Figure 16 - Vue d’un pentameére de VP1 du virus SV40.
(a) vue de ['intérieur du virus sur un pentamere de VP1 & noter la forme en céne au niveau de I’axe principal.
(b) vue de [’extérieur du virus d'un pentamére de VP1 (Liddington et al., 1991).

111.2. Epidémiologie moléculaire

La boucle BC contient une courte séquence appelée BK subtyping region (TR) de
69pb soit allant des nucléotides 1744 a 1812 correspondant aux acides aminés 61 a 83. Cette
région variable est utilisée pour identifier les 4 génotypes (Jin et al., 1993). Elle est aussi

responsable de I’existence de variants antigéniques du BKPyV.

4 sous-types I, 11, Il et IV ont été décrits correspondant a 4 sérotypes différents identifiés par
réaction d’inhibition de 1’hémagglutination. L’analyse de séquences d’ADN du geéne VP1
provenant de différents isolats montre des différences entre les virus, ces différences sont
corrélées avec I’appartenance aux différents sérotypes. Ainsi les génotypes du BKPyV | et
BKPyV 1V correspondent a des sérotypes distincts au regard de la réponse Ac neutralisante
chez ’homme. Un virus d’un génotype peut échapper aux Ac neutralisants spécifiques d’un
autre génotype (Pastrana et al., 2012, Ambalathingal et al., 2017). Le génotype | est ensuite
séparé en plusieurs sous types : la, Ib-1, Ib-2 et Ic. La formation de pseudo virus et 1’étude de
la neutralisation par des sérums de patients sains permettent de montrer que les differents
génotypes correspondent a des sérotypes distincts. Et que les génotypes Ib-1 et Ib-2

correspondent a des sérotypes séparés (Pastrana et al., 2013).

La distribution des différents génotypes varie en fonction de la localisation géographique. Le
sous type I est le sous type majoritaire retrouvé partout dans le monde 1’incidence est de 46 a
82% selon la localisation géographique. Le sous type IV est le deuxieme plus répandu avec

une tres forte prévalence dans I’Est asiatique ainsi qu’en Europe, il n’est pas retrouvé en
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Afrique. Les autres sous types Il et 1l sont plus rares. Le sous type | est subdivisé en 4
groupes la, Ib-1, 1b-2 et Ic de répartition geographique différente. Le la est présent en
Afrigue, 1b-1 en Asie du sud-est, 1b-2 en Europe et Amérique et le Ic en Asie (Figure 17).

Il n’existe pas de corrélation entre un sous type et un risque accru de pathologie (Zheng et al.,

2007, Takasaka et al., 2004, Ikegaya et al., 2006, Yogo et al., 2009).
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Figure 17 - Arbre phylogénétique des différents génotypes de BKPyV.
(Yogo et al., 2009)

111.3. Evolution génétique de VP1

a. Interaction VP1 et recepteur cellulaire

Le rdle principal de la protéine VVP1 est la reconnaissance du récepteur cellulaire du
BKPyV et sa fixation sur ce récepteur. La structure des boucles donnant sur I’extérieur du
virus BC, DE et HI est essentielle pour le virus. Cette structure de VP1 est primordiale pour la
formation de la capside et la fixation au récepteur cellulaire. Des changements dans les acides
aminés des boucles externes de VP1 du MPyV peuvent entrainer des modifications dans les

propriétés du virus a induire des tumeurs chez la souris in vivo (Freund et al., 1991a). In vitro,
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les modifications des acides aminés peuvent modifier les propriétés d’hémagglutination du
virus, de propagation dans les cultures cellulaires ou d’intégrité de la capside. (Dugan et al.,
2007, Freund et al., 1991b)

Dugan et coll. ont créé des virus possédant une mutation ponctuelle au niveau des boucles
externes BC, DE et HI de VP1. Cette étude porte sur I’efficacité de la transfection des cellules
Vero et I’expression de VP1. Certaines mutations engendrent une instabilité de la capside
avec une faible viabilité du virus et une absence de formation de la capside (R281A, H130A,
R64A, G65A, D79A, G282A). Ces mutations ne sont pas bénéfiques pour le virus
puisqu’elles empéchent la formation de la capside. D’autres mutations ne semblent pas
affecter la viabilité du virus mais entrainent un défaut de fixation sur le récepteur cellulaire
(K84A, K69A et H137A), ces mutations sont aussi péjoratives tandis que d’autres mutations
permettent une fixation plus forte sur le récepteur (R83A et E61A) (Dugan et al., 2007).
Certaines mutations ponctuelles n’ont aucun impact sur la formation de la capside ni sur la
capacité infectieuse du virus.

Une modélisation de VP1 et de I’interaction VP1 - motif sialique du récepteur cellulaire
permet de mettre en lumiere les implications de modification des acides aminés sur les
boucles BC, DE et HI (Figure 18). Ainsi des mutations au niveau de ces boucles peuvent
entrainer un défaut de viabilité par altération de formation de la capside ou par défaut de

fixation au récepteur cellulaire.
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Figure 18 - Modélisation du site de reconnaissance du Récepteur cellulaire (motif sialique) formé par
VP1let interaction avec ce récepteur.

A: Motif sialique du récepteur cellulaire.

B: Interaction récepteur cellulaire - VP1

C: Détail de la zone d’interaction avec le récepteur (boucles BC, DE et HI)

En jaune les aa chargés positivement sont dirigés vers le centre de la dépression tandis que les aa chargés
négativement sont projetés vers [’extérieur des boucles. (Dugan et al., 2007)

Le séquengage d’isolats cliniques a partir d’urines de patients infectés par le BKPyV par
Krautkrdmer et coll. montre la présence de mutations chez 10 des 45 isolats et 6 mutations sur
les 10 changent la charge de I’acide aminé. Les mutations retrouvées sont: F66L, E82D,
E73Q, A72V, H139N, D77H. Des mutations déja décrites par Dugan et coll. n’affectant pas la
réplication virale sont observées tandis que les mutations entrainant une instabilité et un
défaut de fixation sur la cellule hote n’ont pas été retrouvées dans les isolats cliniques. Il
existe donc des virus qui mutent mais restent infectieux.

Cependant, il n’y a pas de différence significative dans la virurie entre les BKPyV mutés et

les non mutés (Krautkramer et al., 2009).

De par son implication dans la fixation au récepteur cellulaire et aussi la reconnaissance par

les Ac dirigés contre le virus, la boucle BC joue un réle central pour le BKPyV.
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b. Impact sur le tropisme

Le BKPyV se fixe sur les gangliosides présents sur la cellule héte. Ces gangliosides
sont : GD1b, GT1b essentiellement mais aussi GD2 et GD3. Mais il ne se fixe par sur le
GM1. Chez le SV40, la fixation se fait sur le ganglioside GM1. Entre ces deux virus, 1’acide
aminé en position 68 est différent. Le BKPyV posséde une lysine tandis que le SV40 posséde
une sérine. Neu et coll, ont muté le BKPyV sur cette position. La substitution K68S entraine
une modification de I’attachement du BKPyV qui ne se fixe plus au GD3 mais se fixe sur le
GM1 comme le SV40. Ainsi, ils démontrent que des mutations ponctuelles peuvent étre a

I’origine de changement de récepteur cellulaire et donc de tropisme (Neu et al., 2013).

c. Impact sur la pathogénicité (modéle du JCPyV)

Dans le contexte du JCPyV, le role de VVP1 dans la fixation au récepteur cellulaire est
également prouvé. La poche créée par les boucles HI et BC du JCPyV va permettre au virus
de se fixer au niveau de 1’acide sialique présent sur le récepteur. Des mutations ponctuelles
générées in vitro sur certains acides aminés peuvent entrainer une infection abortive avec un
virus défectueux tandis que d’autres mutations ne modifient pas le virus qui peut se propager
de fagon identique au virus sauvage. Une mutation R56G qui entraine une infection abortive
n’entraine pas de défaut d’encapsidation du virus. Cette mutation modifie la fixation au
récepteur cellulaire. Le virus est formé normalement mais il ne peut plus se fixer au récepteur

et donc ne peut plus se propager (Gee et al., 2004).

Au vue de I’importance des boucles externes de VP1, des propositions concernant
I’association d’une augmentation du potentiel pathogéne avec les changements d’acides
aminés ont été proposées.

Des mutations au niveau des boucles BC, DE et HI de VP1 ont été observées chez des
patients atteints de LEMP. Ces mutations sont retrouvées dans les virus présent au niveau du
LCR. Une accumulation de mutations est retrouvée chez les patients présentant une
propagation du virus. Ainsi, lors d’un long suivi, 3 mutations sont retrouvées chez un patient
avec une LEMP en progression tandis qu’une seule est observée chez un patient avec une
LEMP stabilisée. Des mutations dans les boucles de la protéine VP1 du JC virus sont

corrélées avec une progression de la LEMP (Zheng et al., 2005).
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IV. La réponse humorale dirigée contre le BKPyV

La réponse immunitaire contre le BKPyV associe comme pour toutes les infections

virales une médiation cellulaire avec une réponse humorale.

IV.1. Etude de la réponse humorale chez les polyomavirus : le
modeéle du MPyV

L’immunité a été étudiée chez un autre polyomavirus infectant les souris le MPyV
formant des tumeurs chez celles-ci (Swanson et al., 2009). Le MPyV n’est pas pathogéne
chez les souris adultes immunocompétentes. Les tumeurs peuvent étre observées chez les
souris immunodéficientes (SCID, déplétions cellules T ou délétions en molécule HLA) ce qui
a permis de montrer le role de I’immunité médiée par les lymphocytes T sur le controle du
développement des tumeurs induites par le MPyV. Ainsi lors d’une infection par le MPyV des
souris, il y a tout d’abord mise en jeu d’une réponse anticorps T indépendante suivie d’une
réponse cellulaire associant les lymphocytes T CD4 et T CD8 puis une réaction humorale T
dépendante avec formation également de cellules B mémoires.

La réponse humorale ne semble pas étre au 1° plan de la réponse immunitaire. Un fort taux
d’Ac neutralisants est retrouvé chez les souris qu’elles soient susceptibles ou non aux
tumeurs. La réponse humorale est présente chez toutes les souris. Par contre, des études
montrent que des souris nées de meres immunisées pour le MPyV sont résistantes au
développement de tumeurs par le MPyV grace au role protecteur des Ig maternelles. Une
immunisation passive avec du sérum prévient également la formation de tumeurs si I’injection
des Ig est réalisée avant I’infection par le MPyV. Par contre, si les Ac sont donnés dans un
second temps, soit quelques jours aprés 1’inoculation, ils ne protégent pas des infections. En
plus de leur action protectrice, les Ac neutralisants permettent de diminuer les charges virales
lors d’une infection.

Chez les souris immunocompétentes apres 1’infection par le MPyV, il y apparition des IgM en
4 jours puis diminution de ces IgM et apparition des IgG en 7 jours avec un pic a 21-28 jours.
Les IgM ne sont pas spécifiques, ni neutralisantes contre le MPyV. Les lymphocytes B
contribuent a baisser la charge virale en association avec les cellules T. Chez des souris
déficientes en cellules B, la charge virale est beaucoup plus élevée. Une réponse Ac est
retrouvée chez les souris déficientes en cellules T, ainsi ces cellules T peuvent étre absentes
lors de la phase aigue. Par contre les souris déficientes en cellules T et B (SCID) meurent au
bout de quelques semaines de leur infection au MPyV. La supplémentation en cellules B

naives chez les souris SCID permet une survie de toutes les souris et des charges virales plus

42



faibles. Ceci confirme que la réponse B méme en I’absence de cellules T protége du MPyV
(production d’IgG et IgM T indépendante). Mais le titre d’Ac est plus faible que chez les
souris sauvages (seulement 10% du titre des souris sauvages). Il semble donc qu’il y ait une
réponse Ac T indépendante faible, avant une réponse T dépendante par les cellules B.
Cependant, ces donnees concernent le MPyV mais ne sont pas forcément extrapolables pour
le BKPyV.

IV.2. La réponse humorale lors des infections a BKPyV

a. Lestechniques d’étude de la réponse anticorps

Les Ac spécifiques du BKPyV peuvent étre mesurés par différentes méthodes.
L’inhibition de I’hémagglutination (HIA = Hemagglutination inhition assays) ou la méthode
ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay) qui utilise des VVLP (Virus like particule) sont
le plus souvent choisies. Les méthodes neutralisantes sont spécifiques des Ac neutralisants
anti- BKPyV.

Knowles et coll. utilisent I’HIA pour mesurer le titre d’Ac anti BKPyV chez des sujets sains.
La séroprévalence retrouvée est d’environ 81% avec une diminution chez les personnes les
plus agées. Egli et coll. comme vu précédemment obtiennent une séroprévalence de 82% avec
également une baisse des Ac chez les personnes les plus agées (Knowles et al., 2003, Egli et
al., 2009).

Leuenberger et coll. comparent le titre d’Ac dirigés contre différentes protéines du BKPyV
(Ag T, VP1 et agnoprotéine). La séropositivité des Ac est de 63% contre VP1, 41% contre Ag
T et 15% contre I’agnoprotéine. Le titre d’Ac est équivalent entre les personnes saines et les
patients greffés de rein sans réplication virale (séropositivité des Ac contre VP1 est de 80%,
contre I’Ag T 63% et contre I’agnoprotéine 8%) (Leuenberger et al., 2007).

b. La réponse humorale anti-BKPyV en transplantation

rénale

Le role de la sérologie BKPyV dans la transplantation rénale pour évaluer le risque
d’infection est controverse.
Bohl et coll. ont étudié les statuts des donneurs et receveur de reins et les ont classés en
différents groupes selon leur séropositivité pour le BKPyV 48% de D+R+ (D pour donneur et
R pour receveur + pour séropositif, - pour séronégatif), 19.6% D+R-, 18% D-R+ et 13.6% D-
R-. lls retrouvent une association significative avec le risque d’infection a BKPyV seulement
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chez les donneurs séropositifs. La virurie dans la 1% année post greffe est corrélée avec le
titre d’Ac anti VLP BKPyV du donneur. Ainsi, plus le titre d’Ac du donneur est élevé, plus il
y a de risque de développer une virurie. Une virémie en post greffe n’a été retrouvée que
quand le donneur était séropositif, quand le donneur était séronégatif aucune virémie
persistante n’était décrite. 1l semble bien que la séropositivité du donneur soit un facteur de
risque de PyVAN. Un donneur séropositif pour le BKPyV donne ses deux reins, les deux
receveurs sont infectés par le BKPyV. Les séquences du BKPyV retrouvé chez les receveurs
sont étudiees et elles correspondent entre elles confirmant la provenance de I’infection. Plus
récemment, 1’équipe de Wunderink a étudié de fagcon rétrospective une cohorte de greffés
rénaux. A la différence du taux d’IgG du receveur en pré greffe, le titre d’IgG anti BKPyV du
donneur était corrélé avec la virémie retrouvée chez le receveur et avec le développement de
PYyVAN, (Bohl et al., 2005, Prosser et al., 2006, Wunderink et al., 2017).

Dans la cohorte de Bohl, les patients ne présentaient pas de PyVAN. L’étude de Hariharan et
coll. est intéressante car ils s’intéressent aux patients atteints de PyVAN. lls separent les
patients en différents groupes : diagnostic de PyVAN (précoce ou tardive) avec une fonction
rénale qui se dégrade une virémie augmentée avant baisse de I’immunosuppression, PyVAN
stabilisée, la fonction rénale est stable, la virémie baisse d’au moins 80% aprés baisse des
immunosuppresseurs et PyVAN résolue, stabilisation de la fonction rénale, virémie non
détectable ou tres faible apres diminution des immunosuppresseurs. Lors du diagnostic la
virémie est élevée le titre d’IgG est bas ainsi que le titre d’IgM. Lors de la stabilisation, le titre
d’IgM augmente tandis que la virémie commence a diminuer. Et dans le groupe de patients
avec PyVAN résolue, le titre d’IgG est tres élevé celui d’IgM a baissé et la virémie est faible
ou indétectable. Ainsi, il semblerait que 1’augmentation des IgG soit corrélée avec la baisse de
la virémie. De plus ils ont réalisé un suivi longitudinal de quelques patients, chez ces patients,
le titre d’IgG augmente entre le moment du diagnostic et la résolution de la PyVAN. Ceci
indique une action neutralisante des Ac entrainant une diminution de la charge virale
(Hariharan et al., 2005).

Cependant les équipes de Comoli, Leuenberger et Chen, montrent que les Ig Anti BKPyV ont
déja un taux qui augmente lors de I’augmentation de la virémie indiquant que I’action des Ac
n’est pas suffisante pour prévenir la virémie ou la PyVAN. Ceci est confirmé plus récemment
par Ginevri et coll., les Ac semblent étre le reflet de 1’histoire actuelle ou récente d’exposition
al’Ag (Comoli et al., 2008, Leuenberger et al., 2007, Chen et al., 2006, Ginevri et al., 2007).
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D’aprés Bohl et coll., le taux d’Ac augmente avec ’intensité de 1’infection en post greffe, la
séropositivité pré greffe ne protege pas contre une virémie soutenue et la réponse Ac n’est pas
associée avec la clairance de I’infection. 1l mesure par ELISA les 1gG spécifiques du BKPyV.
En pré greffe, le taux d’IgG mesuré était plus faible chez les patients qui présenteront en post
greffe une virémie par rapport a ceux qui développent seulement une virurie sans virémie. En
post greffe tous les patients présentent une augmentation de leur titre d’IgG. On observe une
faible augmentation du taux d’IgG chez les patients présentant uniquement une virurie alors
que ceux présentant une virémie ont dans un ler temps une faible augmentation de leur taux
d’IgG (correspondant a la phase de virurie) puis plus fortement quand la virémie apparait. Ces
Ac persistent que la virémie soit transitoire ou soutenue. Ainsi I’augmentation du taux d’Ac
est corrélé avec I’intensité de ’infection : par rapport au titre d’Ac en pré greffe, le taux d’Ac
est 7 fois plus élevé lors d’une virurie transitoire, 200 fois plus élevée dans le cas de la virurie
soutenue, 13000 fois plus élevée chez le patient avec une virémie transitoire et 150000 fois
plus élevée lorsque la virémie est soutenue. Lors de cette étude le suivi a été réalisé sur un an,
malgré I’augmentation des Ac, des patients présentaient toujours une virurie mais la virémie
se négativait chez 96% des patient virémiques. La protection apportée par la réponse
humorale semble étre incompléte (Bohl et al., 2008).

Les autres isotypes d’immunoglobuline ont été étudié par Randhawa. Chez les donneurs et
receveurs, la séropositivité IgG était de 80%, IgA de 20% et IgM de 0%. Les patients avec
une charge virale BKPyV positive présentent un titre d’IgA plus élevé que les patients ne
répliquant pas le virus. Ceci est peut-étre en lien avec la notion d’exposition au niveau des

mugqueuse (tractus urinaire) (Randhawa et al., 2006).

c. Interactions entre le virus et les Ac dans le contexte du
JCPyV et du SV40.

Une étude récente sur le JCPyV montre qu’il peut échapper a 1’action neutralisante
d’Ac. Les patients immunodéprimés avec une LEMP présentent un virus avec des mutations
au niveau des boucles externes de VP1. L’action neutralisante de plasma de patients atteints
de LEMP est étudiée. Le plasma de ces patients neutralise les JCPyV sauvages mais pas les
mutants. Ceci contraste avec ’action neutralisante des Ac chez les patients sains puisque le
plasma neutralise aussi bien le virus sauvage que les virus mutés. L’immunodépression
semble donc diminuer la capacité de neutraliser les virus ayant évolué. Dans la méme
publication est rapporté un cas clinique d’une femme avec une LEMP et présentant un taux

faible de lymphocytes T CD4 qui est vaccinée par des VLP du JCPyV. Cette vaccination
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augmente le titre d’Ac neutralisant, et ces Ac sont capables de neutraliser son virus muté (Ray
etal., 2017).

Jelcic et coll. confirment I’étude de Ray. Aprés reconstitution immune chez des patients
atteints de LEMP, leur titre d’Ac augmente et ces Ac peuvent reconnaitre des variants du
JCPyV. Cette augmentation des Ac est accrue chez des patients présentant un syndrome de
reconstitution immune. Ils émettent I’idée que les Ac produits a partir de lymphocytes B
mémoires de patients guéris de leur infection au JCPyV sont capables de neutraliser les
JCPyV aussi bien sauvages que muteés (Jelcic et al., 2017).

En conclusion, le développement de stratégies vaccinales permettant de genérer une réponse
neutralisante, ou I’injection d’Ac neutralisants, pourraient é&tre des thérapeutiques

intéressantes pour la prévention des infections sévéres a JCPyV ou BKPyV.

Murata et coll. ont identifié un épitope reconnu par les Ac neutralisants du SV40. Des Ac
posseédant une activité neutralisante vis-a-vis du SV40 ont été rapportés (Babé et al. 1989),
mais ces Ac ne réagissent pas avec la protéine VP1 dénaturée ce qui suggéere que ces Ac sont
dirigés contre un épitope conformationnel. Ils peuvent étre formés par des acides aminés
proches de par la conformation spatiale mais éloignés dans la structure primaire de la
protéine. Ainsi, Murata et coll. a sélectionné et séquencé des virus SV40 mutants échappant
aux Ac neutralisants. Des mutations sont observées dans les boucles BC et EF (K73E, D77E,
K171R et Q175H). Ces résidus sont proches dans la structure tertiaire de la protéine,
suggérant leur participation a la reconnaissance antigénique par 1’Ac neutralisant (Murata et
al., 2008).

d. Les immunoglobulines humaines — Activité neutralisante

Dans une étude de I’équipe de Randhawa, 1’activité neutralisante contre le BKPyV et
le MPyV des IglV humaines comme le Gammagard® sont étudiées (Randhawa et al., 2010).
Lors d’une co incubation du BKPyV et des IglV pendant 2h sur des cellules, ils observent une
inhibition de plus de 90% de I’ADN du BKPyV apres 7 jours de culture. L’effet thérapeutique
est abaissé si les IglV sont ajoutées 2 heures apres le BKPyV (26-46%) ou si le BKPyV est
mis 2h apres les 1g1V (41-49%). L’effet inhibiteur nécessite la pré incubation des IgI'V avec le
BKPyV d’ou un effet direct de I’'IgIV neutralisante sur le BKPyV mais pas sur I’infection en
elle-méme. La préparation des Ig IV se fait a partir d’Ig de patients sains. La présence de ces
Ac anti BKPyV est cohérente avec 1’ubiquit¢ du virus et sa forte prévalence dans la

population générale. 1l semblerait que ces Ac puissent protéger les individus sains des
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réactivations et infections. Par contre, aucune inhibition de ’ADN du MPyV n’est retrouvée
apres utilisation des IglV ce qui semble logique puisque le MPyV n’infecte pas les hommes,
les patients ne synthétisent donc pas d’Ig anti MPyV, on ne peut pas les retrouver dans les
IglV.

D’autres actions liées aux Ac autres que la neutralisation peuvent étre possible :

encombrement stériqgue empéchant le virus de se fixer sur son Rc cellulaire, cytotoxicité

dépendante du complément, agglutination virale, phagocytose facilitée par les Ac...
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DONNEES PRELIMINAIRES — OBJECTIFS DE L’ETUDE :

I. Description de la cohorte prospective

L’étude d’une cohorte de patient au CHU de Nantes a permis de suivre la réactivation
du BKPyV chez ces patients et de différencier plusieurs groupes de patients. Certains de ces
patients seront de nouveau étudiés dans notre étude.

La cohorte est constituée de 160 patients greffés de rein du service de Néphrologie-
Immunologie du CHU de Nantes suivis entre Octobre 2010 et Juillet 2013. Le traitement
Immunosuppresseur était 1’association de tacrolimus et de mycophénolate mofétil. 160
patients ont ainsi été suivis pendant au moins 12 mois suivant leur greffe. Le sang et les urines
de ces patients ont été recueillis a différents temps 1, 2, 3, 6, 9 et 12 mois (Bressollette-Bodin
et al., 2005). Ils sont intéressants car plusieurs données sont disponibles : leurs charges virales
BKPyV dans le sang et les urines ainsi que le taux d’Ac totaux et neutralisants a certains

temps (0, 3 et/ou 6mois)

Cette cohorte est subdivisée en 3 sous-groupes selon que les prélevements sont positifs pour
le BKPyV dans les urines et le sang (Figure 19).

Groupe 1: pas de PCR BKPyV positive dans le sang ni les urines, virurie et virémie
négatives.

Groupe 2 : présence d’une virurie positive mais virémie négative ou faible (<10° cp/mL).
Groupe 3 : présence d’une virurie et d’une virémie positives.

Seuls les groupes 2 et 3 seront étudiés, ils présentent une réplication du BKPyV.

160 patients greffés de rein ]

[

Groupe 1= contr6le négatif Groupe 2= Infection modérée Groupe 3 = Infection sévere

PCR négative dans sang et Virurie positive, virémie Virurie positive et virémie

urines négative ou faible <10% cp/mL positive > 10% cp/mL

N=119 N=25 N=16 )
v

PyVAN N=4

Figure 19 - Répartition de la cohorte de patients greffés rénaux inclus dans la cohorte au CHU de Nantes
entre octobre 2010 et juillet 2013.
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L’¢épidémiologie chez ces patients est cohérente avec ce qui est retrouvé dans les études
(Figure 20). Le genotype majoritairement retrouve est le génotype | et parmi ces BKPyV de

génotype I, le sous type prédominant est le Ib-2.

Répartition des génotypes du BKPyV (%)

AA = absence d’amplification

Figure 20 - Répartition des génotypes du BKPyV chez les patients de la cohorte.

I1. Réponse humorale anti-BKPyV dans la cohorte

Le titre d’Ac anti BKPyV a été mesure par technique ELISA avec des VLP BKPyV. Les titres
d’Ac sont représentés sur la Figure 21 (collaboration Antoine Touze, Tours).

Chez les patients ne présentant pas d’infection a BKPyV, le titre d’Ac totaux reste stable en
post greffe. Chez les patients présentant une virurie, une augmentation modérée du titre d’Ac
est observée, cette augmentation est majorée chez les patients présentant une virémie.
Cependant le suivi des charges virales urinaires et sanguines montre que certains patients
présentent une virémie persistante malgré I’augmentation de leur taux d’Ac et une prise en

charge classique de leur infection (baisse de I’immunosuppression).
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Figure 21- Dosage des taux d’Ac anti BKPyV par technique ELISA avec BKPyV VLP.
Sont représentés en vert le titre moyen d’Ac des patients du groupe contréle ne présentant pas d’infection par le
BKPyV pas de virurie ni de virémie, en orange le groupe infection modérée patients présentant une virurie mais
pas de virémie et en rouge le groupe infection sévére patients avec une virémie soutenue. Les dosages d’Ac sont
réalisés a M0, M6 et M12 post greffe chez les patients de la cohorte. (Antoine Touze, Tours)

I11. Objectifs

L’hypothése est que chez ces patients, le virus échappe a la réponse humorale. Il a été montré
précédemment que les Ac ciblent la protéine VP1 du BKPyV et plus particulierement la
boucle BC.

L’objectif de cette étude était ainsi de montrer une corrélation éventuelle entre
I’échappement a la réponse humorale du patient avec persistance de la virémie et 1’apparition
de mutations sur la région TR située sur la boucle BC de VP1 impliquée dans la liaison aux
Ac.

Nous avons donc I’évolution du virus dans le temps et rechercher 1’apparition de mutations
au niveau des acides aminés 61 a 83 de VP1, qui pourraient expliquer un défaut de
reconnaissance de la part de I’Ac.

Pour cela, la région TR du BKPyV a été séquencée a différents temps post greffe chez des

patients présentant une virurie et/ou une virémie certains éliminant 1’infection et d’autres non.
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MATERIEL ET METHODES

I. Echantillons biologiques

Les echantillons étudiés sont de deux sortes : les urines et le sang de patients greffés
de rein au CHU de Nantes. Ces patients ont été sélectionnés en fonction de leur suivi
virologique post greffe. Certains sont issus d’une cohorte prospective présentée
précédemment, d’autres sont des patients greffés de rein au CHU qui présentent un suivi
virologique intéressant. Leur suivi virologique est réalisé sur au moins un an avec
détermination de la charge virale urinaire et sanguine en paralléle. Les patients sélectionnés
sont des patients présentant une virurie ou une virurie et une virémie prolongee dans le temps

(virémie > 10% cp/mL sur au moins deux prélévements consécutifs).

Parmi les patients de la cohorte, 4 patients du groupe 2 sont sélectionnés, 7 parmi le groupe
3 et pour les patients hors cohorte 4 présentant une virurie et/ou une virémie non contrdlées

malgré une prise en charge classique.

L’¢étude porte donc sur 15 patients greffés de rein au CHU de Nantes, 5 patients présentant
une virurie prolongée mais pas de virémie ou une virémie faible (<10% cp/mL) transitoire :
BIMA, BLMA, DIMO, GRMI et LEGPH, et 10 patients présentant une virurie et une virémie
persistante : BAFA, BAGA, BARO, BROYV, DAJE, EGFL, GRPI, JARO, PEAN et SEMI.

1. Extraction de PADN viral

Les urines sont diluées au 1/20eme dans du PBS. Puis I’extraction de I’ADN du
BKPyV est realisée par extraction thermique. Pour cela, les urines diluées sont chauffées a
100°C pendant 8 minutes, puis centrifugées a 10000 tours /min pendant 5 min. Les extraits
obtenus sont conservés a -20°C jusqu’a la réalisation de la PCR.

Les échantillons a virurie faible sont extraits par technique automatisée sur 1’automate
QIASYMPHONY® (QIAGEN®), avec le kit d’extraction commercialisé DSP Virus/Pathogen
kit® (QIAGEN®).

Les extraits de sang utilisés sont obtenus par extraction sur I’automate d’extraction
QlAsymphony SP (QIAGEN®) avec le kit d’extraction commercialisé DNA Mini Kit®
(QIAGEN®). L’extraction consiste en plusicurs étapes. Tout d’abord il y a lyse par la
protéinase K puis liaison des acides nucléiques (ADN) a des particules magnétiques. Ces
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particules sont captées par un aimant. Plusieurs lavages successifs sont réalisés puis il y a une

étape d’¢élution dans un tampon d’¢élution.

1. Amplification par PCR de la région VP1

La méthode de PCR utilisée ici a été mise au point précédemment au laboratoire de
virologie du CHU de Nantes a partir des conditions décrites par T. Takasaka pour sérotyper
les BKPyV (Takasaka et al.,. 2004).

L’amplification du génome viral est réalisée en utilisant le kit Prémix SYBR® Ex Taq 2X Tli
RNasesH Plus (Takara Bio Inc) et les amorces BK VPS1/VPS2.

Les amorces BK VPS1/VPS2 (S pour short amorce) synthétisées par Eurogentec (Seraing
Belgique) permettent 1’obtention d’un amplicon de 307 paires de bases correspondant a la
région TR de VP1 (Tableau 4). Elles sont fournies lyophilisées et sont reconstituées a une
concentration de 200uM puis conservées a -20°C. La localisation des amorces sur le géne

VP1 est représentée ci-dessous (Tableau 5).

En piéce blanche, les mix sont préparés a partir du kit Prémix SYBR® Ex Taq 2X Tli
RNasesH Plus (Takara Bio Inc) en mélangeant en proportions bien définies (Tableau 6) :
-Master mix comprenant le tampon, les dNTPs, le MgCL2 et la Tag polymérase
-Eau
-Amorces BKVPS1 et BKVVPS2.

Tableau 4 - Présentation des amorces utilisées pour I’amplification par PCR

Nom de I’amorce Séquence Tm
BKVPS1 anti-sens (1630-1649 pb)  5° CAA-GTG-CCA-AAA-CTA-CTA-AT 3° 54 °C
BKVPS2 sens (1956-1937 pb) 5" TGC-ATG-AAG-GTT-AAG-CAT-GC 37 58°C

52



Tableau 5 - Séquence du génome du BKPyV (NCBI Reference Sequence NC_001538.1).

1561 AAGATGGCCCCAACCAAAAGAAAAGGAGAGTGTCCAGGGGCAGCTCCCAAAAAGCCAAAG g
1621 GAACCCGTGCAAGTGCCAAAACTACTAATAAAAGGAGGAGTAGAAGTTCTAGAAGTTAAA BKVPS1 :
1681 ACTGGGGTAGATGCTATTACAGAGGTAGAATGCTTCCTAAACCCAGAAATGGGGGATCCA 3
1741 GATGAAAACCTTAGGGGCTTTAGTCTAAAGCTAAGTGCTGAAAATGACTTTAGCAGTGAT

1801 AGCCCAGAGAGAAAAATGCTTCCCTGTTACAGCACAGCAAGAATTCCCCTCCCCAATTTA

1861 AATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATGTGGGAGGCTGTAACTGTACAAACAGAG

1921 GTTATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCAGGGTCACAAAAAGTGCATGAGCAT BKVPS2

1981 GGTGGAGGAAAACCTATTCAAGGCAGTAATTTCCACTTCTTTGCTGTAGGTGGAGAACCC

2041 TTGGAAATGCAGGGAGTGCTAATGAATTACAGGTCAAAGTACCCTGATGGTACTATAACC

2101 CCTAAAAACCCAACAGCCCAGTCCCAGGTAATGAATACTGACCATAAGGCCTATTTGGAC

2161 AAAAACAATGCTTATCCAGTTGAGTGCTGGGTACCTGATCCCAGTAGAAATGAAAATGCT

2221 AGGTATTTTGGGACTTTCACAGGAGGGGAAAATGTTCCCCCAGTACTTCATGTGACCAAC

2281 ACAGCTACCACAGTGTTGCTAGATGAACAGGGTGTGGGGCCTCTTTGTAAAGCTGATAGC

2341 CTGTATGTTTCAGCTGCTGATATTTGTGGCCTGTTTACTAACAGCTCTGGAACACAACAG

2401 TGGAGAGGCCTTGCAAGATATTTTAAGATCCGCCTGAGAAAAAGATCTGTAAAGAATCCT

2461 TACCCAATTTCCTTTTTGCTAAGTGACCTTATAAACAGGAGAACCCAGAGAGTGGATGGG

2521 CAGCCTATGTATGGTATGGAATCCCAGGTAGAAGAGGTTAGGGTGTTTGATGGCACAGAA

2581 AGACTTCCAGGGGACCCAGATATGATAAGATATATTGACAAACAGGGACAATTGCAAACC

2641 AAAATGCTTTAAACAGGTGCTTTTATTGTACATATACATTTAATAAATGCTGCTTTTGTA

Le gene VP1 est représenté en vert, la localisation des amorces sont représentées surlignées en jaune.

Tableau 6 - Mélanges réactionnels pour ’amplification de la région TR de VP1

Concentration Volume pour 1 tube Concentration
initiale finale

Master mix 2X 12.5 1X

(tampon, dNTP,

MgCL2, Taq)

Eau 6.25

Amorce BKVPS1 20 uM 0.625 0.5 uM

Amorce BKVVPS2 20 uM 0.625 0.5 uM

Puis 20uL de mix sont distribués par tube, auxquels sont ajoutés 5 uL d’urine ou de sang

extrait.

La PCR est réalisée sur le thermocycleur PTC 100 (Figure 22) selon les conditions suivantes :
95°C pendant 5 min
94°C pendant 30 sec
54°C pendant 30 sec 40 cycles
72°C pendant 1 min
4°C
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Figure 22 - L’automate PTC 100
Il est utilisé pour les étapes de PCR, purification des produits de PCR et séquengage (Programmable Thermal
Controller, de MJ Research Inc.).

La vérification de I’amplification est réalisée par électrophorese sur gel de polyacrylamide
9%. Pour préparer un gel de 14 puits, il faut mélanger dans 1’ordre :

- 10mL d’acrylamide Bisacrylamide 9%

- 100 pL de Persulfate d’ammonium 10%

- 10uL de TEMED
Le mélange est homogénéisé par retournements puis les gels sont coulés immédiatement.

Environ 15 minutes sont nécessaires pour la polymérisation.

Dans un puits, sont déposés 2L de marqueur de taille n° V (8-587 pb) Roche Diagnostic qui
permet d’identifier la bande correspondant a la région d’intérét amplifiée (307 pb). Dans les
autres puits en paralléle, sont déposés 3 pL de produit de PCR ou de témoin négatif mélangés
a 2uL de tampon de chargement (bleu de bromophénol). La migration s’effectue dans du
tampon TBE 1X a 180 volts pendant 30 minutes. Apres la migration, le gel est placé dans un
bain de BET (bromure d’éthidium) un agent intercalant pendant 15 min. Les bandes sont
ensuite révéleées par les ultra-violets. La réaction d’amplification est réussie s’il y a une bande

correspondant a 307 pb et aucune bande au niveau du témoin négatif (Figure 23).

Marqueur Témoin
de taille négatif

Banded’intérét
e 307 pb

Figure 23 - Exemple de gel de polyacrylamide
Ce gel permet de confirmer I'obtention d'une séquence d'intérét de 307 pb avec le marqueur de taille, un témoin
négatif et des échantillons amplifiés.
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IVV. Séquencage du produit d’amplification VP1

IV.1. Purification des produits de PCR

L’élimination des amorces et ANTPs en excés provenant de la PCR est nécessaire car
lors du séquencage, les amorces sont utilisées seules de facon indépendantes, il ne faut pas
qu’il reste de trace des amorces utilisées précédemment. Les produits de PCR sont purifiés
enzymatiquement.

Sur la glace, 1 pL d’Exostar (GE, Healthcare) est mélangé avec 5uL de produit de PCR
obtenu. Ce meélange est centrifugé 30 sec a 3500 rpm. L’Exostar est constituée de 2 enzymes
I’Exonucléase 1 qui permet 1’élimination des amorces et 1’ Alkaline phosphatase qui inactive
les dNTPs résiduels. La purification est effectuée sur 1’automate PTC 100 et comprend 2
étapes : 15 min a 37°C pour activer les deux enzymes puis 15 min a 80°C pour les inactiver.

Les produits ainsi purifiés sont dilués avec de 1’eau ppi, le volume d’eau est ajusté en fonction

de I’intensité de la bande obtenue sur le gel. Plus I’intensité est forte, plus le produit est dilué.

IV.2. Réaction de séquence

Le séquencage bidirectionnel est réalisé selon la technique de Sanger sur I’ABI Prism
3130®. Le séquencage est une succession de cycles de 3 étapes. Tout d’abord, I’ADN double
brin est dénaturé puis I’amorce sens ou anti sens s’hybride sur I’ADN simple brin. S’en suit
une étape d’extension de 1’amorce par incorporation aléatoire de dNTP ou de ddNTP. Les
ddNTPs sont des dérivés des dNTPs ayant perdu le radical hydroxyle (OH) sur le carbone du
pentose en 3’ mais ayant une extrémité 5’ identique au dNTP matriciel. Un ANTP ne peut pas
s’incorporer a la suite d’un ddNTP car aucune liaison n’est possible sans le radial OH en 3°.
Ainsi, la syntheése du brin d’ADN s’arréte a la suite de I’incorporation du ddNTP. Cependant
les autres copies du brin continuent leur extension jusqu’a I’intégration d’un ddNTP. Il y a

donc production de fragments de tailles différentes (Figure 24).

Pour chaque échantillon 2 puits sont nécessaires : un puits avec 1’amorce sens BKVPS1 et un
autre puits contenant 1’amorce anti sens BKVPS2. Sur la glace, 2uL d’amorce sont mélangés
a 5L du produit de PCR dilué par puits. 3 pL de Big Dye Terminator ™ dilué au 1/3 dans du
tampon 5X y sont ajoutés. Le Big Dye Terminator™ est un terminateur de chaine, composé
de dNTPs, ddNTPs, tampon, magnésium et de la Taq polymérase. Le mélange est centrifugé
30 sec a 3500 rpm. La réaction de séquence est lancée sur le PTC-100, un cycle correspondant

a 15 sec a 96°C suivis de 5 sec a 50°C puis 2 min a 60°C. 25 cycles sont nécessaires.
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Figure 24 - Schématisation du séquencage : principe de la méthode de Sanger

IV.3. Filtration / purification des produits de séquence

Une colonne de filtration est créée dans une plaque de filtration Millipore a I’aide de
billes G50 (50g de billes dans 1L d’eau extra pure) qui constituent une résine. Pour cela,
300uL de G50 homogénéisé sont déposés par puits. Puis la plaque est centrifugée a 2000
tr/min pendant 1min 30 a 4°C.Le filtrat obtenu est éliminé. 300 puL de G50 sont de nouveau
déposés dans les puits et une deuxieme centrifugation est réalisée a 2000 tours pendant 3min
30 a 4°C. Le filtrat est de nouveau éliminé. La colonne de filtration est alors préte a étre

utilisée.

Dép6t des produits
de réaction de

séquencage sur la
colonne 7_&\ Y R
o o @}
o
@ |o\ ®
) .. .. \. : Q. @} :
© O e O @ O
Centrifugation Récupération des
Légende produits de PCR
@ Billes de purification purifiées dans la
= Fragment d’ADN plaque de séquencage
® dNTPs, ddNTPs, amorces...

Figure 25 - Purification des fragments d’ADN a séquencer.
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Dans la plague de séquencage, 10uL de formamide HIDI (dénature les brins d’ADN) sont
déposés par puits. Ensuite, dans la plaque de filtration la totalité des produits de PCR a
séquencer est déposée puis la plaque de séquencage contenant le formamide HIDI est posee
en dessous de la plaque de filtration pour recueillir ’ADN une fois filtrée. Apres
centrifugation (2000 tours 4 min 4 °C), les éléments non désirés (ANTPs, ddNTPs,
amorces...) sont retenus par les billes tandis que les fragments d’ADN a séquencer (de taille
plus importante) sortent plus rapidement de la colonne car ils contournent les billes comme

illustré sur la Figure 25.

IV.4. Electrophorese capillaire

Les fragments de différentes tailles obtenus lors du séquencage sont séparés par
électrophorése capillaire sur le Séquenceur ABI Prism 3130® (Figure 27) en fonction de leur
taille (Figure 26). Chaque ddNTP utilisé est marqué d’un fluorochrome différent soit 4
fluorochromes correspondant aux 4 ddNTPs utilisés. Chaque fragment est identifié par le
ddNTP marqué a son extrémité 3’ grace a la technique de fluorescence par transfert de
résonnance ou FRET. Ainsi, de par la présence des fragments de différentes tailles et
I’identification du dernier nucléotide incorporé par le ddNTP marqué, la séquence entiére de
la région amplifiée peut étre obtenue. La fluorescence est traduite en spectre d’émission. Un
chromatogramme est ainsi formé, I’analyse des différents pics est réalisee sur le logiciel

Seqscape®.

Photomultiplicateur —— > ’\‘ ;\ ’ M \ ’ H
\r
Chromatogramme

Capillaire

Polymere

%graﬁon

Tampon
Cathode

Figure 26 - Séquencage par électrophorese capillaire.
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Figure 27 - Le séquenceur ABI prism 3130® utilisé pour I’étape de séquengage capillaire

IV.5. Analyse des séquences

Les séquences sont importées a I’aide du logiciel Seqscape®.
Les séquences obtenues lors du séquencage sont alignées et comparées a des séquences de
référence présentées ci-dessous grace au logiciel Mega7® (Tableau 7 et Figure 28). Ces
séquences permettent de déterminer le génotype du BKPyV et aussi d’étudier le

polymorphisme des souches en vérifiant la présence ou non de mutations.

Tableau 7 - Référence des séquences des différents sous-types BKPyV (GenBank) utilisées pour
I’alignement

Sous-type N° de référence GenBank

la V01109 (MM)

Ib-1 AB211369 (Dik)
Ib-2 AB263918 (FNL-12)
Ic AB211377 (RYU-2)

I AB263920 (GBR-12)

1l M23122 (AS)

IV AB260033 (FIN-2)
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RESULTATS

I. Suivi longitudinal de I’apparition des mutations dans VP1 chez

les patients

I.1. Description globale des résultats

Le détail du suivi virologique de chaque patient est détaillé en annexe (cf. annexes). Pour
chaque patient les échantillons urinaires séquences ont été répertoriés en fonction du délai
post greffe, de la charge virale urinaire et sanguine. Pour chaque échantillon 1’obtention d’une
séquence de VP1 et la présence ou non de mutations ont aussi été indiquees. Le séquencage
de VP1 était réalisé a partir de la premiere virurie positive, puis tous les 3 mois chez chacun

des patients sélectionnés.

La figure 29 ci-dessous résume les résultats obtenus chez les 15 patients étudiés. Au
moins une mutation était retrouvée dans la séquence TR de VP1 chez 8/10 patients
virémiques, mais chez un seul des 5 patients viruriques. Au cours du suivi longitudinal, les
mutations étaient retrouvées soit dans une seule séquence, donc transitoires, tandis que

d’autres persistaient.

[ 15 greffés de rein 1

Virurie isolée Virurie et virémie
N=5 N=10
f - 7 - - 7 - \
Pas de mutations Présence de mutations Pas de mutations Présence de mutations
N=4 N=1 N=2 N=8
_ J
Mutations Mutations Mutations
persistantes transitoires persistantes
N=1 N=3 N=5

Figure 29 - Représentation schématique des patients étudiés selon leur charge virale urinaire et/ou
sanguine et la présence ou non de mutations.
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Le Tableau 8 représente les positions mutées pour chaque patient ainsi que la chronologie
d’apparition des mutations dans les urines. Les mutations étaient toutes retrouvées entre les
positions 60 et 82 de la séquence de VP1 en acides aminés. Elles concernaient les acides
aminés en positions 60, 61, 68, 69, 72, 73, 75, 77, et 82. Les positions les plus fréquemment
touchées sont : 69 (4 patients sur 9), 72 (5/9), 73 (7/9) et 77 (4/9).

Les mutations retrouvées chez les patients présentant des mutations transitoires sont sur les
positions 60 (1/3), 64 (1/3), 69 (1/3), 73 (1/3), 75 (2/3), 77 (1/3).

Les mutations retrouvées chez les patients présentant des mutations persistantes sont sur les
positions : 60 (2/6), 61 (1/6), 62 (1/6), 68 (2/6), 69 (3/6), 72 (5/6), 73 (6/6), 75 (1/6), 77 (3/6)
et 82 (2/6). Chez ces patients les mutations persistantes (retrouvées sur plusieurs
prélévements) sont : 60 (2/6), 61 (1/6), 68 (2/6), 69 (2/6), 72 (3/6), 73 (5/6), 75 (1/6), 77 (2/6),
82 (2/6) tandis que celles qui sont transitoires sont 62 (1/6), 69 (1/6), 72 (2/6), 73 (1/6), 77
(1/6). Il n’y a que les mutations en positions 82 qui sont retrouvées uniquement en mutations

persistantes.
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Tableau 8 - Positions mutées et chronologie d'apparition des mutations d'acides aminés de la protéine VP1
(entre les positions 60 et 84)

Patients Génotvpe Mois post Positions des acides aminés mutés
YPE greffe 60 61 62 64|68 69 72/ 73 75 77 82
PEAN Ib-1 2|D [E [N |R |L |K A |E |[D |S E
6
12 V AV [A
19 V VvV A
BAFA Ib-2 2|D [E [N |R |L |K A |E [D |S E
4 D/H
5 R
BAGA Ib-2 9/b |E|[N |R |L K |A |E [D |S E
17 E/Q
21 E/Q E/Q
24 AV |EIQ E/Q
28 K/M|A/V |E/Q | D/N E/Q
32 V |E/Q|DIN Q
BROYV Ib-2| 1%¢greffe 33D |[E [N |R [L |[K |A |[E |[D |S E
35
51 A
2°me greffe 1 E/A
7 V VvV A
12 V VvV A
18 N/H V VvV [A S/
DAJE Ib-2 31D |[E|N |[R |L |K |A |E |[D |S E
5 D/N
7 D/N
10 E/Q
EGFL Ib-2 1/b |[E|IN |[R |[L K |A |E |D |S E
4
6 |D/H RIT K/R
GRPI Ib-2 8|D E |N R |L |K A |E |[D |S E
12
15 E/Q
20
32 |HIN N Q
37|N N/S [AIV Q
48|H K/N Q
BIMA v 1D [N|/D |R |L |R A |E |A |D/IN |D
3 N
9 K D
11 K D
13 A/V |E/IK D/N
SEMI v 1/ |S|D |R |L|R A |E |A |D D
3
6
12 R/IK D/N/H
16 | D/IY K E/A D/N
18 |D/Y K E/A D/N
24 K E/A D/N
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Parmi les mutations observées dans ce travail, certaines modifient la charge au niveau de la
capside tandis que d’autres non. Le Tableau 9 résume les substitutions des acides aminés

observées et la modification des charges.

Tableau 9 - Modification des charges des acides aminés substitués.

Substitution acide aminé | Charge

D60N - [ neutre
D60H -+
D60Y - [ neutre
N61S neutre / neutre
L68V neutre / neutre
R69K +/+
K69N + / neutre
A7T2V neutre / neutre
E73E/Q - | neutre
E73A - [ neutre
E73K - [ neutre
D75D/N - / neutre
D75D/H -+
N77D neutre / -
E82Q - | neutre
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1.2. Suivi longitudinal des patients

a. Patients ne présentant pas de mutations au cours du suivi

Chez certains patients, aucune mutation ponctuelle n’était détectée au cours du suivi.
Ces patients étaient : BARO, BLMA, DIMO, GRMI, JARO, LEGPH (voir tableaux de suivi
en annexe). Une augmentation d’au moins un log du titre des Ac neutralisant spécifiques du
génotype identifié dans les urines était observee chez tous sauf un patient. Plusieurs d’entre
eux ont présenté une virurie prolongée, avec une virémie transitoire ou faiblement positive.
Parmi ces patients, une PyVAN a un stade B avait été diagnostiquée des 3 mois chez BARO,
régressive aprés modulation du traitement immunosuppresseur qui a permis la diminution de

la virémie et de la virurie.

Par exemple : BLMA était une patiente de 27 ans au moment de la greffe. La virurie
apparaissait a 6 mois apres la greffe et se négativait a 12 mois post greffe. La charge virale
maximale retrouvée dans les urines était de 7.4 log cp/mL. Une virémie faible et transitoire a
été observée 258 jours apres la greffe (Figure 30).

A 7 mois post greffe, aucune mutation n’a été retrouvée. Une augmentation du titre des Ac

totaux et neutralisants était observée de facon concomitante a la négativation de la virémie et

de la virurie.
BLMA
Charge virale (log cp/mL) Titre Ac anti BKPyV (log)
12 7
10 1 [ °
r5
8 4
L 4 —Ac totaux
6 C—Ac neutralisant
M3 —m—BK urine
4 4
L2 —+—BK sang
2 1
0 ; s . s ; = ‘ 0
o w2 [ [52] ] > IS ™, »
o ™~ b4 =} Cc% g., %‘, S8
Jours post greffe

Figure 30 - Suivi immunovirologique du patient BLMA
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b. Patients présentant une mutation au cours du suivi

Huit patients présentaient une ou plusieurs mutations d’apparition concomitante ou
séquentielle, dans la région TR de VP1. Ces patients présentaient le plus souvent une virurie
>7 log cp/ml persistante dans le temps et une virémie >4 log cp/ml, a I’exception d’un patient
(BIMA). Une augmentation du titre d’Ac neutralisants de plus de 1 log était observée pour
tous les patients pour lesquels les données étaient disponibles. Le délai d’apparition des
mutations par rapport a la premiére virurie est tres variable (de 1 mois a plus de 2 ans). Le
suivi virologique et le titre des Ac sont représentés pour chacun de ces patients sous forme

graphique dans les paragraphes suivants :

Patient n°1 BAFA

Patient infecté par un BKPyV de génotype Ib-2. Une virurie et une virémie apparaissaient des
le 2°™ mois post transplantation. Les charges virales étaient maximales & ce moment avec une
charge virale urinaire de 8,2 log cp/mL et une charge virale sanguine de 4,1 log cp/mL. Des
mutations ont été retrouvees, en position 75 correspondant a une double population seulement
présente lors du séquencage au 4°™ mois mais pas par la suite, puis une mutation en position
77 au 5°™ mois.

La virémie s’avérait négative au 5°™ mois puis la virurie lors 6°™ mois post greffe

concordant avec une augmentation du titre d’Ac totaux et neutralisants (Figure 31).
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Figure 31- Suivi immunovirologique du patient BAFA.
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Patient n°2 BAGA

Patient de 28 ans présentant une réactivation du BKPyV détectée pour la premiere fois a 8
mois post greffe et persistant pendant toute la durée du suivi (> 31 mois) associant une virurie

comprise entre 8-10 log cp/mL et une virémie stable & 4 log cp/mL. 1l n’y avait pas de
clairance virale malgré une diminution du traitement immunosuppresseur. Le titre des Ac

spécifiques augmentait en parallele de la réactivation virale. Des mutations s’accumulaient

progressivement dans la partie TR de VP1. Ainsi des mutations au niveau des positions 69,

72, 73, 75 et 82 étaient apparues (Figure 32).
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Figure 32 - Suivi immunovirologique du patient BAGA.

66



Patient n°3 BIMA

Patient ayant présenté une réactivation caractérisee par une virurie > 8 log cp/mL, prolongée,
sans virémie. Cette virurie était présente dés le 1°" mois post greffe et persistait toute la durée
du suivi. Chez ce patient, des mutations apparaissaient dans la région TR de VP1 Les
positions touchées de facon persistante étaient : 73 et 77 (Figure 33). Il n’y avait pas de

dosage des Ac neutralisants a 6 ni a 12 mois post greffe.
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Figure 33 - Suivi immunovirologique du patient BIMA.
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Patient n°4 BROYV

Infection tardive a BKPyV lors d’une premiére greffe, compliquée d’une PVAN (33°™ mois

post-greffe) et ayant nécessité une transplantectomie (44°™ mois post greffe). Une premiére

mutation était observée en position 73 sur un prélévement obtenu apres la transplantectomie

Une 2™ greffe de rein a ensuite eu lieu. Une augmentation des charges virales urinaires et

une virémie positive étaient détectées précocement apres la 2° greffe. Le virus séquencé lors

du 1% mois aprés cette 2™ greffe présente une mutation sur la méme position que le virus
retrouvé lors de la 1% greffe. Puis de nouvelles mutations étaient détectées & 6 mois post

greffe (Figure 34). Les mutations persistantes étaient situées sur les acides aminés 68, 72 et

73.
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Figure 34 - Suivi immunovirologique du patient BROYV.
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Patient n°5 DAJE

La virurie et la virémie apparaissaient simultanément au cours du 3°™ mois post greffe, pic de

charges virales observeé a 6 mois post-greffe puis diminution progressive jusqu’a négativation

de la virémie a plus d’un an post greffe. Parallelement, le titre d’Ac augmentait (Figure 35).

Cette patiente présentait une PyVAN stade A sur la ponction de biopsie rénale réalisée a 6

mois post greffe au moment des charges virales maximales. Une régression de la PyVAN était

observée sur la biopsie réalisée a 12 mois post greffe au moment ou la virémie se négativait.

Des mutations correspondant a des

doubles populations au niveau des acides aminés 75 et 73

ont été retrouvées lors du séquengage mais elles n’étaient pas persistantes. La mutation en 75

n’était pas retrouvée lors du dernier séquencage au 10°™ mois post greffe, tandis que la

mutation en 73 n’apparaissait qu’au moment de ce séquencage.
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Figure 35 - Suivi immunovirologique du patient DAJE.
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Patient n°6 EGFL

Patient chez lequel on observait une virurie et une virémie qui apparaissaient successivement

au cours du 1 puis du 4°™ mois aprés la greffe et se négativaient entre le 6° et le 14°™ mois

post greffe (Figure 36).

Ce patient ne présentait que des mutations correspondant a des doubles populations en fin de

suivi au niveau des positions 60, 64 et 69. Il n’y avait pas de mutation stable et persistante.

Les titres d’Ac neutralisants n’étaient pas disponibles chez ce patient.
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Figure 36 - Suivi immunovirologique du patient EGFL.
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Patient n°7 GRPI

Patient de 64 ans. Au 3™ mois post greffe une virurie transitoire apparaissait sans
augmentation du titre d’Ac. Par contre, lors de 1’apparition de la virurie prolongée (8 mois
post greffe) et de la virémie, le titre d’Ac neutralisant (& 12 mois) augmentait. A la suite de
I’augmentation du titre d’Ac, la virémie et virurie disparaissaient mais seulement de facon
transitoire (Figure 37). Par la suite, une nouvelle ascension des charges virales a été observée
avec a ce moment-la apparition de mutations (lors du séquencage a 32 mois). Ainsi, des
mutations persistantes ont été observées au niveau des acides aminés 60, 69 et 82. Ce patient a

présenté une PyVAN de stade C et son greffon a été enlevé au 49°™ mois post greffe.
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Figure 37 - Suivi immunovirologique du patient GRPI.
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Patient n°8 PEAN

Patient présentant une virurie dés le 2°™ mois, associée a une virémie & partir du 6°™ mois
post greffe. La virurie et la virémie persistaient dans le temps. La charge virale dans le sang se

négativait a partir du 27°™ mois aprés la greffe mais la virurie était toujours positive en fin de
suivi. Chez ce patient le virus a acquis des mutations au niveau des postions 68, 72 et 73. Les

dosages des Ac neutralisants n’avaient pas été réalisés (Figure 38).
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Figure 38 - Suivi immunovirologique du patient PEAN.
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Patient n°9 SEMI

Patient de 61 ans. Infection précoce avec de fortes charges virales urinaires et sanguines dés 2
mois post greffe. Une ponction biopsie rénale effectuée a 3 mois montrait une histologie de
PyVAN de stade B. Chez ce patient, une virurie stable et persistante au-dessus de 8 log cp/mL
ainsi qu’une virémie prolongée et des charges virales stables étaient observés tout au long du
suivi. Malgré 1’augmentation du titre d’Ac neutralisant, la virémie et la virurie persistaient
avec des charges virales maintenues (Figure 39). Lors des différents séquencages, de
nombreuses mutations apparaissaient. La mutation N61S est présente dés le 1* séquencage
lors du 1°" mois post greffe et persistait au cours du temps. D’autres mutations se surajoutaient

a partir de un an de suivi. Les mutations concernaient les positions 60, 69, 73 et 77.
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Figure 39 - Suivi immunovirologique du patient SEMI en post greffe.
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Il. Comparaison des mutations présentes dans les urines avec

celles du sang

Les mutations ont été retrouvées dans les isolats cliniques provenant d’urines de
patients infectés. Une étude des virus retrouvés dans le sang a été realisée pour répondre a
plusieurs questions : Est-ce le méme virus qui est retrouvé dans le sang et les urines ? Ce qui
permettrait de montrer que le virus dissémine. Existe-t-il une chronologie dans I’apparition

des mutations : d’abord dans le sang puis dans les urines ou I’inverse?

Pour répondre a cette question, trois patients avec une virurie et une virémie positives,
présentant des mutations persistantes dans les urines ont été sélectionnés. Chez ces patients, le
BKPyV présent dans le sang a été séquencé et les séquences étaient comparéees avec celles de
I’urine aux mémes temps post greffe.

Deux patients ne présentant pas de mutations au niveau du virus excrété dans les urines ont
aussi été étudiés : BARO et JARO. Le séquencage réalisé sur les échantillons sanguins de ses

deux patients n’a pas montré de mutations sur le virus.

Chez le patient BAGA, les mutations commengcaient a apparaitre dans les urines au 17°M®
mois post greffe avec présence d’une double population en position 73 (E73E/Q). A ce
moment le séquencage du virus dans le sang ne retrouvait pas de mutation. Cette mutation
E73E/Q était observée lors du séquencage suivant dans le sang. Ainsi, la majeure partie des
mutations était présente de facon parallele dans le sang et les urines mais parfois avec un
décalage au niveau chronologique. Au 24°™ mois, les mutations étaient identiques dans les
urines et le sang (A72A/V; E73E/Q; D82E/Q). Le mois suivant, une position mutée de plus (75)
était apparue dans les urines mais pas dans le sang, cette position dans le sang n’était mutée
que lors du séquencage suivant. Le Tableau 10 présente les séquencages réalisés en paralléles
sur les urines et le sang en fonction du délai post greffe et des mutations retrouvees lors de ces
séquencgages. Ici, les mutations étaient d’abord retrouvées chez le virus excrété dans les urines

puis au niveau du virus sanguin lors du prélevement suivant.
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Tableau 10 - Chronologie d’apparition des mutations chez BAGA (BKPyV de génotype Ib-2) et
comparaison des mutations présentes dans ’urine et le sang.

Délai post greffe Charge virale Charge virale Mutation urine
Mois (jour urinaire (log cp/mL) sanguine (log cp/mL)

Mutation sang

9 (298) Pas de mutations | Pas de mutations
13 (390) 9,4 4,8 Pas de mutations | Pas de mutations
15 (459) 9 4 Pas de mutations | Pas de mutations
17 (520) 9 3.9 E73E/Q; Pas
d’amplification
21 (632) 8,2 4,2 E73E/Q; E73E/Q;
D82E/Q
24 (747) 7,6 39 AT2A/V; AT2AIV;
E73E/Q; E73Q;
D82E/Q D82E/Q
28 (859) 9,7 3,8 KB69K/M; KB69K/M;
AT2A/V; AT2A/V,
E73E/Q; E73E/Q;
D75D/N;
D82E/Q D82E/Q
31 (957) 8,8 4,1 K69M;
AT2V; AT2V;
E73E/Q; E73E/Q;
D75DIN; D75DIN;
D82Q D82Q

Chez le patient GRPI a 32 mois post greffe, les positions mutées (60, 69 et 82) dans les urines

étaient également mutées lors du séquencage dans le sang. Le Tableau 11 ci-dessous reprend

les différents séquencages réalisés en paralleles entre les urines et le sang chez GRPI.

Cependant, le défaut d’amplification du virus dans le sang a empéché de voir une chronologie

dans I’apparition des mutations.

Tableau 11 - Chronologie d’apparition des mutations chez GRPI (BKPyV de génotype Ib-2) et

comparaison des mutations présentes dans ’urine et le sang.

Délai post greffe Charge virale Charge virale Mutation urine Mutation sang
Mois (jour) urinaire (log cp/mL) sanguine (log cp/mL)
8 (268) 7,9 3,6 Pas de mutations | Pas de mutations
12 (373) 7,7 2,7 Pas de mutations | Pas
d’amplification
15 (466) 7,6 2,3 E73E/Q; Pas
d’amplification
20 (600) 59 3 Pas de mutations | Pas
d’amplification
32 (970) 8,7 47 D60H/N; D60D/H:;
K69N; K69N;
D82Q D82Q
37 (1130) 8,1 2,8 D60N; Pas
K69N/S; d’amplification
AT2A/V;
D82Q
49 (1473) 3,6 0 D60H; Pas de virémie
KB69K/N;
D82Q
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Chez SEMI, la position 61 était trouvée mutée des le 1° mois, cette position était également
retrouvée modifiée dans le sang des le ler séquengage. Par la suite d’autres positions étaient
mutées avec accumulation de doubles populations que ce soit dans les urines ou dans le sang.
Seules les positions présentant une mutation persistante étaient mutées de facon parallele dans
les urines et le sang. Lors du dernier séquencage, il existait de nombreuses mutations chez le
virus présent dans le sang tandis que dans les urines seules les positions 61, 69, 73 et 77
étaient mutées. Chez ce virus de génotype 1V, les mutations semblaient apparaitre d’abord au
niveau du virus présent dans le sang puis aprés au niveau de 1’urine. Le résumé des mutations

est présenté dans le Tableau 12.

Tableau 12 - Chronologie d’apparition des mutations chez SEMI (BKPyV de génotype 1V) et comparaison
des mutations présentes dans ’urine et le sang.

Délai post greffe Charge virale Charge virale Mutation urine = Mutation sang
Mois (jour) urinaire (log cp/mL) sanguine (log cp/mL)
1(38) 10,6 2,8 N61S Pas
d’amplification
3(96) 9,5 44 N61S N61S
6 (185) 8,2 4,8 N61S N61S
12 (376) 9 4 N61S; N61S;
R69R/K;
D77D/N/H D77N/D
16 (502) 8,7 3,5 D60D/Y; Pas
N61S; d’amplification
R69K;
E73E/A;
D77D/N
18 (558) 8,3 3,6 D60D/Y;
N61S; N61S;
D62D/N;
R69K;
E73E/A,
D77D/N D77DIN
23 (719) 8,2 3,6 D60D/Y;
N61S; N61S/C;
S67S/N;
R69K; R69K;
T71TIS;
E73E/A; E73A;
D77D/N D77N;
D82D/Y
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DISCUSSION

Le BKPyV est un virus infectant la majeure partie de la population avec une
séroprévalence de 82%. Le virus persiste dans plusieurs types de cellules dont les cellules
rénales. Il reste par la suite a 1’état latent chez les immunocompétents mais peut se réactiver
chez les immunodéprimés. Il est a I’origine d’une pathologie grave chez 1-10% des patients
greffés de rein : la néphropathie a BKPyV. Elle correspond a la réplication du virus dans les
cellules tubulaires rénales avec destruction de la cellule lors de la libération des virus
néoformés. Cette pathologie a vraiment émergé depuis [’utilisation des nouveaux
médicaments immunosuppresseurs comme le tacrolimus ou le mycophénolate mofétil.
Cependant, il n’existe pas actuellement de traitement antiviral spécifique car le virus utilise la
machinerie cellulaire de la cellule héte pour se répliquer. Une réponse humorale est observée
chez les patients avec la formation d’Ac ayant une action neutralisante vis a vis du BKPyV.
Chez la plupart des patients, la baisse de I’'immunosuppression entraine une reconstitution du
systéme immunitaire suffisante pour controler I’infection.

Les Ac neutralisants sont diriges contre la surface du BKPyV. Cette surface est constituée de
protéines de capside VP1 plus spécifiquement des boucles BC, DE et HI qui sont impliquées
dans I’interaction avec le récepteur cellulaire. La région hypervariable de la boucle BC (TR)
est directement impliquée dans cette interaction. Cette région est aussi utilisée pour classer le

BKPyV en génotypes correspondants aux différents sérotypes.

Chez un virus voisin, le JCPyV, il a été décrit des mutations de la protéine VP1 probablement
responsables de la progression de la LEMP. De plus, I'utilisation d’Ac neutralisants anti VP1
du JCPyV isolés de patients présentant une LEMP semble étre une thérapeutique possible.
(Zheng et al., 2005, Ray et al., 2017, Jelcic et al., 2017).

Lors de 1’étude d’une cohorte de 160 patients greffés de rein au CHU de Nantes, le titre d’Ac
neutralisant anti BKPyV a été étudié. Le titre d’ Ac neutralisant augmentait fortement chez les
patients presentant une virémie prolongee associée a une virurie, celui-ci augmentait plus
modérément chez les patients présentant une virurie seule. Chez la majeure partie des patients,
I’augmentation de la réponse humorale (Ac neutralisants) était associée a une clairance de la
virémie. Cependant, chez certains patients malgré 1’augmentation du titre d’Ac neutralisant, la

virurie et/ou la virémie persistaient dans le temps.
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Dans ce contexte, notre objectif était de rechercher 1’apparition de mutations nucléotidiques
sur le géne codant pour la protéine VP1 chez des patients présentant une réplication virale
prolongée. L’étude de ces patients a été réalisée par PCR permettant d’amplifier la région TR
de la protéine VP1 du BKPyV excrété dans les urines. Puis un séquencage de cet amplicon a
été réalisé. L’alignement des séquences avec des séquences de références a permis de mettre
en évidence la présence ou I’absence de mutations au niveau de la région amplifiée chez les
patients.

Notre étude est la premiere qui étudie 1’évolution du virus au cours du temps chez des patients
greffés de reins présentant une infection par le BKPyV. La présence de mutations entre les
positions 60 et 84 de la protéine VP1 du BKPyV et surtout leur apparition au cours du temps a
été étudiée.

Dans notre étude, le séquencage longitudinal des patients présentant une activation du
BKPyV a permis de montrer qu’il existe une variation du virus avec |’apparition et
I’accumulation de mutations au cours du temps chez certains patients. Les patients qui
posseédaient un virus mutant sont des patients qui présentaient une réplication du BKPyV
persistante dans le temps malgré une augmentation du titre d’Ac neutralisant. Les patients
éliminant I’infection ne présentaient pas de virus mutés ou alors seulement des mutations
transitoires ou des doubles populations comme BAFA, DAJE ou EGFL. Cela est cohérent
avec le fait que les Ac neutralisants jouent un réle protecteur vis-a-vis du BKPyV. De plus,
les variants de VP1 semblaient sélectionnés lors d’infections prolongées chez des patients

immunodéprimés.

Sur les quinze patients étudiés des mutations étaient retrouvées chez neuf patients parmi
lesquels seuls six présentaient des mutations persistantes lors du suivi virologique.

Parmi les cing patients avec une virurie positive, un seul patient présentait un virus muté. Ce
patient présentait une virurie persistante malgré 1’augmentation de son taux d’Ac neutralisant
a 6 mois tandis que les autres patients négativaient leur virurie a la suite de I’augmentation du
titre d’Ac. Les mutations étaient observées en positions 73 et 77.

Parmi les dix patients avec une virémie et une virurie positives persistantes, huit présentaient
des mutations dont cinq étaient des patients avec des mutations persistantes qui n’éliminaient
pas I’infection par le BKPyV malgré I’augmentation de leur titre d’Ac neutralisant. Les
charges virales sanguines et urinaires étaient encore positives lors du dernier point de suivi

disponible.

Les mutations apparaissaient a différents délais post greffe selon les patients. Pour BIMA, la

1% mutation était observée & 2 mois post greffe alors que ce patient présentait uniquement
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une virurie. Cette virurie était positive pendant tout le suivi réalisé chez ce patient de 25 jours
post greffe a 397 jours. A aucun moment la charge virale sanguine ne s’était positivée.

Pour les patients présentant une virémie persistante, 1’apparition de mutations se faisait
toujours aprés la 1% charge virale sanguine positive et jamais lors de la phase de virurie
isolée.

Chez les patients qui ne présentaient que des mutations ponctuelles transitoires (BAFA,
DAJE, EGFL), I’apparition de la 1% mutation se faisait dans les 6 mois post greffe (de 143
jours a 189 jours). De plus les mutations apparaissaient toujours dans les 3 mois apres le
début de la virémie (le plus précoce étant 35 et le plus tardif 81 jours).

Pour les patients présentant des mutations persistantes, les mutations apparaissaient plus
tardivement le plus souvent aprés 1 an post greffe (entre 367 jours et 520 jours). Leur
apparition se faisait dans un temps relativement éloigné de la 1%¢ charge virale sanguine

positive, plus de 6 mois apres (187 jours étant le plus précoce et 338 le plus tardif).

Parmi les patients, le cas de BROYV est intéressant puisqu’il a été greffé deux fois. La 1°®
mutation a été observée aprés la transplantectomie mais I’absence d’amplification de
I’échantillon d’urine précédant ne nous permettait pas de dire exactement a quel moment cette
mutation était apparue, elle pouvait étre présente au moment du diagnostic de la PyVAN.
Aprés la 2°™ transplantation de rein, soit 203 jours post greffe, de nouvelles mutations
apparaissaient. Elles étaient observées alors que la virémie était négative mais les charges

virales urinaires étaient toujours positives et persistantes a plus de 6 log cp/mL.

Il est habituellement admis que le virus qui se réactive en post greffe provient du donneur
(Bohl et al., 2005, Wunderink et al., 2017). Chez BROYV, la mutation en position 73 était
détectée aprés la transplantectomie, avant la 2°™ greffe puis précocement lors de la
réactivation suivant cette 2°™ greffe. Ces données suggerent que le virus ait été archivé chez
le receveur entre les deux greffes, et ait pu continuer a se répliquer dans d’autres

compartiments cellulaires (urothélium ?).

Globalement, les mutations détectées dans VP1 pouvaient étre persistantes au cours du suivi
et donc retrouvées a plusieurs temps post greffe, témoins d’une mutation du virus. D’autres
étaient transitoires et non retrouvées par la suite. Le virus n’avait donc pas gardé ces

mutations qui n’étaient a priori pas bénéfiques pour lui.

Afin d’investiguer les conséquences potentielles de ces mutations sur la protéine, une

modélisation de la protéine VP1 a été réalisée par D.Mcllroy. Cette modélisation, préparée
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avec PyMol en utilisant la structure 4MJO (Neu et al., 2013) permettait de localiser la position
des mutations chez les trois patients dont le BKPyV dans le sang et les urines a été séquencé.
La Figure 40 représente la modélisation de VP1 chez le patient BAGA a 28 mois dans les
urines ou 31 mois dans le sang. Les mutations étaient bien situées au niveau du site de

fixation du récepteur cellulaire.

Figure 40- Modélisation de la protéine VP1 du BKPyV du patient BAGA.

Les acides aminés intéragissant avec ’acide a-(2,8) di-sialique (jaune) du ganglioside GD1b sont représentés
en bleu et les acides aminés intéragissant avec les branches Gal-GalNAc de GD1b sont en vert. Les positions
mutées sont représentées en rouge. Ce sont les positions 69, 72, 73, 75 et 82 mutées au 28°™ mois post greffe.
(Mcllroy ECV 2016).

La Figure 41 représente les mutations du patient GRPI au 37éme mois post greffe dans les

urines. De nouveau les mutations étaient situées au niveau du site de fixation.

Figure 41 - Modélisation de la protéine VP1 du BKPyV du patient GRPI.

Les acides aminés intéragissant avec l’acide a-(2,8) di-sialique (jaune) du ganglioside GD1b sont représentés
en bleu et les acides aminés intéragissant avec les branches Gal-GalNAc de GD1b sont en vert. Les positions
mutées sont représentées en rouge. Ce sont les positions 60, 69, 72 et 82 mutées au 37éme mois post
greffe (Mcllroy ECV 2016).
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Enfin, la Figure 42 montre la localisation des mutations sur VP1 du patient SEMI au niveau
du BKPyV séquencé dans les urines du 23eme mois post greffe.

Figure 42 - Modélisation de la protéine VP1 du BKPyV du patient SEMI.
Les acides aminés intéragissant avec l’acide a-(2,8) di-sialique (jaune) du ganglioside GD1b sont représentés
en bleu et les acides aminés intéragissant avec les branches Gal-GalNAc de GD1b sont en vert. Les positions
mutées sont représentées en rouge. Ce sont les positions 69, 73 et 77 mutées au 23°™ mois post greffe (Mcllroy
ECV 2016).

Les mutations étaient présentes au niveau du site de fixation du virus sur le récepteur
cellulaire. Ces mutations ne semblaient pas étre déléteres pour le virus puisque ce virus était
toujours retrouvé chez les patients et que I’infection était toujours active, la charge virale
sanguine étant positive. Par contre, il était possible qu’une modification d’acides aminés sur
ces positions clés entrainait un échappement a la réponse humorale, I’Ac ne pouvant plus se
fixer de facon efficace sur le virus. Lorsque le virus évoluait et acquerait des mutations au
niveau de ces positions, il aurait pu échapper aux Ac neutralisants ce qui expliquerait, que
malgré 1’augmentation du titre d’Ac neutralisant, les charges virales sanguines et urinaires
chez ces patients restaient élevées et stables. Les Ac seraient moins capables de se fixer
efficacement au niveau du virus. lls ne pouvaient donc inhiber le virus et sa réplication active.

Il échappait alors a la réponse immunitaire de I’hote.

Les changements d’acides aminés peuvent entrainer des changements de charges et des
modifications conformationnelles. Ainsi, plusieurs mutations retrouvées montraient un
changement de charge au niveau de I’acide aminé substitué. Ces modifications pourraient étre

a ’origine d’une plus faible liaison de 1’Ac.

Parmi les mutations observées, plusieurs ont déja été mentionnées dans des publications.
Ainsi la mutation E73A a été étudiée par Dugan, le virus mutant au niveau de cette position

avait une croissance normale et était protégé conte la DNase signifiant que la capside était
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formée. Ce virus muté était donc un virus viable. Par contre, aucune mutation entrainant un

virus défectueux décrit par Dugan n’a été observée ici. (Dugan et al., 2007)

Les mutations A72V et E73Q trouvées chez les patients ont été decrites par Krautkramer. Ces
mutations étaient isolées a partir d’isolats cliniques (Krautkramer et al., 2009)

L’étude de Krautkrdmer ne montre pas de lien entre la présence de mutations et la charge
virale urinaire. Cette étude présente des limites car elle ne fournit pas les données de suivi
virologique avec la durée de la virurie ni les délais post transplantations auxquels sont réalisés
les seéquencages. Notre étude semble montrer un lien entre I’apparition de mutations
persistantes et le défaut d’action des Ac neutralisants avec des charges virales persistantes que

ce soit dans le sang ou les urines.

La deuxiéme partie de 1’étude portait sur la comparaison du virus present dans les urines et
celui présent dans le sang. Le séquencage en paralléle de la région TR de VP1 chez 3 patients
avec une virémie montrait que c’était le méme virus qui était présent au niveau sanguin et
urinaire. 1l semblerait que ce soit une seule souche qui disséminait. Les mutations trouvées
étaient les mémes dans le sang et les urines. Cependant, ces mutations apparaitraient d’abord
a une 1°¢ localisation avant d’étre retrouvées sur I’autre localisation du virus. Chez BAGA
qui possédait un virus de génotype Ib-2, les mutations étaient d’abord observées chez le virus
excrété dans les urines avant d’étre observées dans le sang. Tandis que chez SEMI qui
possédait un BKPyV de génotype IV, le virus sanguin présentait des mutations en plus de
celui présent au niveau urinaire. Peut-étre que le virus présent dans le sang acquiére d’abord
les mutations puis qu’il soit ensuite excrété dans les urines. Ainsi, peut étre que 1’apparition

des mutations se fait différemment selon le génotype du BKPyV, mais cela reste a confirmer.

Notre etude présente cependant des limites. Le faible nombre de sujets séquencés de fagon
longitudinale permet de montrer une tendance mais pas de conclure de fagon significative. De
plus, le taux d’Ac totaux ou neutralisant n’était pas disponible pour chaque temps de suivi ni

pour chaque patient. Et enfin, on ne peut pas conclure sur le lieu d’apparition des mutations.

Afin de pousser les investigations, plusieurs axes de recherche semblent intéressants.

Tout d’abord il convient de confirmer sur un plus large nombre de patients que I’apparition
des mutations se fait lors d’une infection prolongée chez les patients immunodéprimés. Les
patients avec une virémie persistante plus de 6 mois malgré une réponse humorale avec des
Ac neutralisants sont a étudier. De plus une étude parallele des virus présents au niveau

sanguin et urinaire permettrait de confirmer que c’est le méme virus qui dissémine et savoir
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s’il y a une différence d’apparition des mutations en fonction du génotype du BKPyV

infectant.

Puis les mutations trouvées doivent étre étudiées pour savoir si leur présence modifie les
interactions du virus avec les récepteurs cellulaires, avec la fixation des Ac neutralisants et
aussi si les virus mutés conservent leur infectivité. Pour cela, il faudra créer des pseudo virus
ou virus like particule (VLP) exprimant la protéine VP1 mutée. Le géne VP1 devra étre
amplifié en entier par PCR. Un clonage plasmidique du géne puis une amplification dans des
bactéries seront réalisés. Par la suite, des cellules HEK293 seront transfectées. Ces cellules
sont issues d’une lignée de cellules rénales embryonnaires humaines, elles possédent la
capacité de proliférer en suspension en absence de sérum. Elles sont utilisées pour produire
des protéines recombinantes. Ainsi, elles vont permettre la synthése de protéines VP1 mutées
et leur assemblage en VLP. Enfin, un test de neutralisation de ces VLP produites en présence
des Ac neutralisants du patient sera a réaliser. Ainsi, la fixation de 1’Ac neutralisant sera

étudiée.

Enfin, comme cela a été montré pour le JCPyV, il faudrait tester la possibilité d’utiliser les Ac
neutralisants anti BKPyV comme thérapeutique. Les Ac neutralisants seront isolés et des tests

de I’action inhibitrice de ces Ac sur la réplication virale en culture cellulaire est a réaliser.

Pour conclure, notre objectif était d’étudier 1’apparition éventuelle de mutations sur la
région TR de la protéine de capside VP1 du BKPyV située sur la boucle BC nécessaire a la
reconnaissance et fixation des Ac neutralisants de 1’hOte et de corréler la présence de
mutations avec 1’échappement a la réponse humorale de 1’h6te. Le sequencage longitudinal de
la région TR de VP1 du BKPyV chez les patients sélectionnés a montré que le virus évolue au
cours du temps chez les patients présentant une infection persistante. Chez ces patients, une
augmentation de la réponse Ac neutralisante ne permettait pas d’éliminer la réplication virale.
Ces virus mutés échappaient a la réponse humorale de 1’h6te. Les mutations avaient lieu sur
des positions impliquées dans la fixation au récepteur cellulaire et dans la fixation des Ac
neutralisants. Les mutations touchaient plus fréquemment certaines positions (69, 72, 73 et
77). La comparaison des séquences des virus presents dans le sang et dans les urines montrait

que c’est le méme virus qui disséminait. 1l semble que les mutations apparaissaient de fagon
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différée entre le sang et les urines mais une chronologie ne pouvait étre affirmée dans notre
étude.

La recherche de mutations pourrait avoir une place dans la démarche de suivi des patients
greffés de reins infectés par le BKPyV. Elle permettrait de détecter plus précocement les

patients a risque de PyVAN dont le virus échappe a la réponse humorale de 1’hote.
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Annexes

R : date de la greffe de rein
NR : non réalisé
AA : absence d’amplification

Mpo : mycophénolate sodique

Mmf : mycophénolate mofetil

Tac: tacrolimus
Adv : advagraf

Patient Mois post | CV urine CV sang Typage \r%l;atlon \n;lgl'iatlon Modulation
BAFA greffe (logcop/ml) (logcop/ml) urine sang tt IS
R 24/02/12 0 0 0
2 8,2 4,1 Non NR mpo 720*2
3 6,2 41 | mpo 50%
3 5,8 3,4
3 5,8 3,1
4 5,9 2,5 Ib-2 Oui NR
5 3,6 0 Oui NR
6 0 0
9 0 0
12 0 0
Patient Mois post | CV urine CV sang Typage \n;giiatlon \r?giatlon Modulation
BAGA greffe (logcop/ml) (logcop/ml) urine sang ttt IS
R 29/04/12 1 0 0
2 Pas d’urine 0
3 0 0
5 0 0 mmf 2g/j
9 8,9 572 Non Non | mmf 50%
12 8,8 4,3
12 8,7 51
13 9,4 4.8 Non Non
13 8,4 4,2
14 8,3 3,8
15 9 4 Non Non
17 9 3,9 Ib-2 Oui AA mpo 2*360
19 Pas d’urine 3,9
21 8,2 4,2 Oui Oui | mpo 50%
23 8,4 3,9
24 7,6 3,9 Oui Oui
28 9,7 3,8 Oui Oui
31 8,8 4,1 Oui Oui
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Patient Mois CV urine CV sang mutation | mutation | Modulation ttt
BARO post (logcop/ml) | (logcop/ml) Typage | VPL VPL 1S
greffe urine sang
R 04/08/11 3 9,1 51 Ib-2 Non Non mmf 2g/j
3 Pas d’urine 51 stop mmf
4 8 51
5 Pas d’urine 4 PyVAN stade B
5 51 3,6
6 53 3,6 Non Non
8 3,5 2,6
9 3,7 2,3 AA NR
10 4,1 0
10 3,7 2,3
11 4 2,5
12 3,8 2,7 AA NR
13 3,6 2
14 0 2,7
16 5,2 2,7 1b-2 Non AA
26 3,9 0 Non NR
28 0 0
29 Pas d’urine 0
30 Pas d’urine 2 AA
30 4,1 Pas de sang Non
31 3,6 0
31 Pas d’urine 2
Patient Mois CV urine CV sang mutation mutation Modulation ttt
BIMA post (logcop/ml) | (logcop/ml) Typage VF.)l VP1 sang 1S
greffe urine
R 14/11/10 0 3.9 0 mmf 2g/j
adv 6mg
1 8,5 0 Oui NR | mmf 50%
2 8,7 0
3 9,3 0,0 Oui NR | adv 3mg
9 8,0 0,0 Oui NR
11 9,5 0,0 Oui NR
13 8,8 0,0 I\ Oui NR
Patient FI\)/(I)(;,'[S CV urine CV sang Typage \n;;;atlon mutation Il\godulatlon et
BLMA greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) urine VP1 sang
R 27/01/11 0 0 0
1 0 0
1 0 0
3 0 0
6 3,6 0 AA
7 7,4 0 1b-2 Non NR
8 Pas d’urine | 2,5
12 0 0
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Patient Mois CV urine CV sang mutation | mutation | Modulation ttt
BROYV post (logcop/ml) | (logcop/ml) Typage Vl?l VP1 IS
greffe urine sang
R1 29/10/07 9 4,2 0,0
22 0,0 0,0
NR Diagnostic
33 9.7 6.3 Non PyVAN
34 10,7 6,7
35 10 6,6 Non NR
38 Pas d’urine 6
39 9,6 6,5
40 9,8 6,8 AA
44 Pas d’urine 6,2 transplantectomie
Pas d’urine 5,6
10,6 51
10,8 3,8 Oui NR
Pas d’urine 2,8
Pas d’urine 0
R2 18/06/12 0 4,3 0
0.5 7 0
1 10 0 Oui NR
15 8 2,8
2.5 7,2 2,8
3 6,2 2,3
4 6,3 0
5.5 8,3 0
7 7,6 0 Oui NR
8 6,7 0
10 7,9 0
12 71 0 Oui NR
15 7 0
18 6,2 0,0 Ib-2 Oui NR
24 4,3 0
29 51 0
41 8,2 2
Patient I';/(I)zls CV urine CV sang Typage mutation \n/g'iatlon Il\godulatlon it
DAJE greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) VP1 urine sang
R 28/04/12 NR mmf 2g/j
2 8 0 Non tacro 10
4 8,6 3,5
4 Pas d’urine | 4,3
NR | mmf 50%
5 8,8 4,5 Oui tacro 8
stop mmf
6 9,4 55 tacro 6.5
6 7,6 4,3
7 17,7 3,9
7 17,7 41 Oui NR
8 7,2 3,8 tacro 5
9 6,9 3,7
tacro 3.5
10 52 2,8 mpo 2*360
10 6,3 3,3 1b-2 Oui NR
switch CsA
13 4,7 0 mpo 2*360
21 4,6 0
21 3,9 0
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Patient llf\)/(l)cs);s CV urine CV sang Typage mutation \r?;;at'on Modulation ttt
DIMO greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) VP1 urine sang IS
R1 28/12/10 0 0 0

1 0 0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

7 0 0

9 10 0 Non NR

10 8,5 2,6

11 7 0 Non NR

12 4,4 0 Non NR

13 6,3 0 Ib-2 Non NR

15 3,6 0

21 0 0

24 0 0

30 0 0
R2 26/10/14 1 0 0

3 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

9 0 0

12 3,6 0

14 0 0
Patient :;/(I;S);S CV urine CV sang Typage mutatio_n \n/w;'iatlon Modulation ttt
EGFL greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) VP1 urine sang IS
R02/05/13 |1 9,7 0 Non NR mmf 5002

tacro 2*7
4 9,3 3,9 Non NR
. mmf 500*2

6 8,1 4,0 Ib-2 Oui NR | tacro 50% (5)

14 0 0

25 0 0
Patient FI\)/(I)(;,'[S CV urine CV sang Typage mutation \rrllgiatlon Modulation ttt
GRMI greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) VP1 urine sang IS
R 02/12/12 1 Pas d’urine | O

2 4,2 0

3 3,9 0 AA

3 6,5 2,5 Non NR

4 6,4 0

6 58 0 Ib-2 Non NR

8 44 0 Non NR

9 0 0

12 0 0

24 0 0
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Patient FI;/(I)(;S CV urine CV sang Typage \r?;';atlon mutation | Modulation ttt
GRPI greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) urine VPlsang | IS
R 10/12/11 0 NR 0
1 0 0
1 0 0
2 0 0
3 3,6 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
8 79 3,6 Non Non
12 7,7 2,7 Non AA
13 NR 2,3
14 7,9 2,8
15 7 0
15 7,6 2,3 Ib-2 Oui AA
16 7,3 0
16 7,5 2,3
17 3.9 2,5
18 0 0
Ttt rejet/bolus CS
Switch certican>
18 NR 0 tacro
20 59 3 Non AA
20 8,3 3
23 NR 3
26 NR 3.8
27 NR 3,9
32 8,7 4,7 Oui Oui
33 9,2 4,7
34 8 3,5
35 8,1 3,6
37 8,1 2,8 Oui AA
40 6,7 2
43 5,5 2,5
47 NR 2,3
Transplantectomie
49 3,6 0 Oui NR PyVAN stade C
49 NR 2,6
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Patient MO,LS CV urine CV sang T mutation mutation Modulation
JARO SSSffe (logcop/ml) | (logcop/ml) YPA%E | \/p1 urine VP1 sang ttt IS
R 11/02/12 0 3,6 0 Non
2 8 37 Non mmf 19/
' tacro 7
2 Pas d’urine 3,9
3 7,3 4 Non Non | mmf 50%
Tacro 6
3 7 4,2
4 Pas d’urine 3,5 f;gfon;mf
5 5 2,6
5 4,2 2 Non AA
Reprise
6 3,6 0 mmf 2*250
7 0 0
9 0 2,8 Mmf 2*500
11 4,8 2
12 4,8 0 Ib-2 Non NR
13 0 0
14 41 0 Stop mmf
Stop
tacrolimus
14 4,6 2,3 Switch
certican
15 4,7 2,5 Non AA
16 0
25 4.8 0 Non NR
31 4,9 0
31 5,2 0 Non NR
Patient MO,'[S CV urine CV sang T mutation mutation l\{ltoltjsulatlon
LEGPH g?gffe (logcop/ml) | (logcop/ml) YP3agE 1 \/p1 urine VP1 sang
R 08/11/10 0 0 0
2 0 0
3 0 0
3 8,2 0
6 6 0 Non NR
7 6,3 0
8 7,1 0 Non NR
11 6,3 0 Non NR
12 5,2 0 Non NR
13 5,2 0
17 4,2 0
20 8,6 0 Ib-2 Non NR
38 5,8 0
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Patient MO,LS CV urine CV sang T mutation mutation | Modulation
PEAN SSSffe (logcop/ml) | (logcop/ml) YPage | \/p1 urine | VP1 sang | ttt IS
R 29/09/12 0 0 0
2 10,1 0 Non NR
6 9.9 3.7 Baisse
advagraf
6 8,3 2,7 Non NR
8 NR 3
12 8,6 31 Oui NR
14 NR 3,8
Stop tacro
17 NR 3,5 Switch CsA
19 8,5 2,7 Ib-1 Oui NR
23 7,7 2,3
27 NR 0
33 NR 0
36 5,7 0
Patient Mois post | CV urine CV sang Tvpacde mutation mutation Modulation
SEMI greffe (logcop/ml) | (logcop/ml) YPA%E | \/p1 yrine | VPL sang | ttt IS
R14/10/11 |0 9,7 0
1 10,6 2.8 N61S AA Mmf 29/}
Tacro 11
| mmf 50%
1 10,6 3,8 (2*500)
Tacro 8
3 95 44 N61S N61S EVVAN stade
3 9,2 55
| mmf 50%
5 8,7 4,9 (2*250)
Tacro 6
5 9,3 4,7
stop mmf
6 8,2 4,8 N61S N61S Tacro monottt
7
7 8 4,6
8 7,8 4,1
9 9 3,8
10 8,2 3,9
11 8,8 3,7
12 9 4 Oui Oui
16 8,7 3,5 v Oui AA
17 8,6 3,6
18 8,3 3,6 Oui Oui
20 8,6 3,2
23 8,2 3,6 Oui Oui
24 8,4 3,6
25 8,5 3,9
28 Pas d’urine | 3,4
44 Pas d’urine | 2,6
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Le polyomavirus BK est un virus ubiquitaire. Il reste a I'état latent chez les
immunocompétents mais peut se réactiver chez les immunodéprimés. Il est a
'origine d’'une pathologie grave chez les patients greffés de rein : la néphropathie a
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