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Abréviations

Ag-T : Antigene grand T
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BKV : BK virus
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|. INTRODUCTION

Le virus BK est un pathogéne ubiquiste. Il étahlihe infection persistante
asymptomatique dans les voies rénales de 80% dmpalation humaine. Son pouvoir
pathogéne se manifeste essentiellement chez lespltamtés rénaux, pour lesquels
immunosuppression induite par les traitements umosuppresseurs favorise la réplication
virale. Il est responsable de néphropathies chezan10% des transplantés rénaux [1]. Il
s’agit d’'une complication sévére car évoluant wars dégradation progressive de la fonction
du greffon jusqu’a sa perte chez 30 a 80% desmiatfgésentant une infection active [2-4].
Du fait de I'absence de traitements antiviraux gges, la prise en charge repose sur la
réduction des traitements immunosuppresseurs naigisque de survenue de rejet
immunologique du greffon est alors augmenté. Dewatte problématique et dans le contexte
d’'un nombre croissant de transplantations rénédsstecherches menées sur le virus BK se

sont multipliées ces derniéres années.

L'augmentation des pathologies associées au vikusdh méme temps que
I'utilisation de traitements immunosuppresseursplies en plus puissants souligne un lien
étroit entre la réponse immunitaire de I'héte etdactivation virale. Cependant la réponse

immune a l'infection par le virus BK est peu docuntée.

Les interférons (IFN), connus pour leurs propriétésvirales sont des acteurs majeurs
du systeme immunitaire. lls interviennent en preeniggne de défense en réponse a une
infection virale et ils sont essentiels a la misgkce de la réponse immune adaptative. Dans
ce travail, nous étudions l'effet antiviral des IBNr I'infection par le virus BK en culture

cellulaire.

Dans une premiére partie je détaillerai les carstigues du virus BK et les
pathologies associées puis dans une deuxiéme paprésenterai les différents types d’IFN
et leur action antivirale en terminant par leurcglaans la réponse immune a 'infection par le

virus BK.




A. Le virus BK

1. Découverte et classification

Le virus BK, oupolyomavirus hominis,la été identifié et décrit pour la premiere fois
en 1971 par Sylvia Gardner[5]. Les particules esabnt été isolées en culture cellulaire a
partir d’'un échantillon d’urine chez un patient danais ayant les initiales BK. Ce patient
avait recu une greffe rénale et avait présentéstérese urétérale trois mois et demi apres la
transplantation. Le nouvel agent infectieux découaeté décrit comme étant un membre des

polyomavirus.

Avant le septieme rapport du comité internationaltaixonomie des virus en 2000,
polyomavirus et papillomavirus étaient deux genresassés dans la famille des
Papovaviridae Le genre polyomavirus a été retiré de cette faneil a été élevé a un statut
indépendant : la famille dé¥lyomaviridae Les différences de taille de capside et de génome

entre les polyomavirus et les papillomavirus ogttéhce changement.

En 1953, le premier polyomavirus, le polyomavirusrim (mPy) a été isolé par
Ludwig Gross [6]. Etant responsable de différeriteseurs chez la souris, il a été nommé
« polyoma » a partir du grec, le préfixe poly sfgmt plusieurs et le suffixe oma signifiant
tumeurs. En 1960 le virus vacuolisant simien 4@n{&n Vacuolating Virus 40 ou SV40) a
ensuite été découvert [7]. Ainsi dénommé car ildpib un effet cytopathogéne de type
vacuolisant lorsqu’il est cultivé sur des cellulls rein de singe vert (cellules Véro). Les
premiers polyomavirus a tropisme humain ont étédeéerts une dizaine d’années apres le
SV40 avec le virus JC et le virus BK en 1971 [8¢phis 2007, 11 nouveaux polyomavirus
ont été isolés chez 'homme [9]. Les hdtes natupelsr ces virus sont les humains, les

primates, les rongeurs, les lapins et les oiseaux.

2. Epidémiologie

a) Séroprévalence

Le virus BK est ubiquiste avec une séroprévalemeecé, estimée supérieure a 80%
dans la population générale a I'age adulte. Le igsdrvoir connu pour ce virus est 'lhomme.

Les études de séroprévalence indiquent que lesopnifactions dues au virus BK
surviennent indépendamment de l'infection par les/dC pendant I'enfance. Keanal ont
montré que la séroprévalence chez les enfants égésioins de 21 ans pour tous les
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polyomavirus est similaire a celle retrouvée dangdpulation adulte suggérant une primo-

exposition au virus pendant I'enfance (Figure D] [1

BKV age-specific seroprevalence

100.0%
90.0% 82.6%

50.0% Ja6h T81% 79.2%  76.8% _—

70.0%

60.0%
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(n=112) (n=146) (n=192) (n=271) (n=718) (n=423) (n=264) (n=96)

Age (years)

87.3%

Figure 1 : Séroprévalence du virus BK en fonctiond e I'age [10]

La séroprévalence est la plus basse dans les psem@as de la vie apres la perte des
anticorps maternels puis elle augmente a I'age tafitd]. Une diminution de la
séroprévalence du virus BK apres I'age de 50 a¥te anontrée par plusieurs équipes [10, 12-

14]. En général aucune différence n’est observée &8 hommes et les femmes.

b) Distribution mondiale des sous-types

Sur la base du génotypage et du typage sérolodignalyse des souches isolées dans
différentes régions du monde a permis de défirdods-types du virus BK numérotés de | a
IV [11]. Le sous-type | est le plus répandu dansw@nde (80%) suivi du sous-type IV (15%)
situé dans le sud-est de I'Asie et en Europe, lmss-types Il et Ill sont rarement

retrouvés (Figure 2).
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Figure 2 : Distribution des sous-types du virus BK dans le monde [15]

A partir d'analyses phylogénétiques des séquengagdome complet, le sous-type |
a eté divisé en 4 sous-groupes (la, Ib-1, Ib-2cg{15-17] et le sous-type IV en 6 sous-
groupes (IVa-1, IVa-2, IVb-1, IVb-2, IVc-1, IVc-218]. Chaque sous-groupe a un profil de

distribution géographique unique.

¢) Modes de transmission

La voie naturelle de la transmission du virus Bla ipas été établie. Le profil de
prévalence en fonction de I'dge suggere fortemesst l@s humains sont infectés aprés la
naissance a partir d’autres individus infectéslparrus BK (transmission horizontale inter-
humaine). La transmission du virus par voie oraspiratoire est I'hypothése la plus
commune. L'’ADN viral a été détecté dans la saliveles tissus amygdaliens [19, 20].
D’autres voies de transmission ont été evoquéesrahsmission par de I'eau ou des aliments
contaminés avec des sécrétions infectieuses hus@hg la transmission par transfusion de
produits sanguins [22], la transmission par traarggition d’organe, en particulier les
allogreffes rénales [23] ainsi que la possibilittung transmission verticale par voie

transplacentaire [24].




3. Histoire naturelle de l'infection par le virus BK

L’infection primaire par le virus BK est asymptoriagate ou pourrait étre a l'origine de
signes d’infection respiratoire non spécifiquesit&Sia cette primo-infection, le virus BK
dissémine dans l'organisme probablement par vomgsae et atteint les organes cibles,
particulierement I'urothélium et les cellules épiihles tubulaires rénales, ou il persiste dans

un état latent.

La réactivation virale a partir des sites de lageast observée le plus souvent chez
immunodéprimé mais également chez I'immunocommpiétél-7%) avec une détection

asymptomatique du virus BK dans les urines [25, 26]

Le pouvoir pathogéne du virus BK se manifeste umigent chez les personnes
immunodéprimées, en particulier les transplantgaug et les transplantés de moelle osseuse.
Chez ces personnes, 'immunosuppression thérapeufiiyorise la réactivation virale et peut

conduire a la survenue de graves pathologies redakeites ci-apres.

a) Néphropathie associée au polyomavirus BK

En transplantation rénale, la réactivation du vB#¥s commence par une
multiplication virale intense et prolongée dans d¢eflules épithéliales rénales et le tractus
urinaire. Le virus BK est excrété dans les urines [a lyse des cellules urothéliales
infectées (virurie). Cette «virurie BK » est dééec chez 30 a 50% des patients et est
habituellement asymptomatique. La lyse des cellépgthéliales conduit au passage du virus
dans le sang par lésion de la membrane basalanfexéChez les transplantés rénaux, la
prévalence de la « virémie BK » est estimée er® &t 13% [3]. A ce stade, le risque est
I’évolution vers une néphropathie tubulo-interstié. La maladie débute par une infiltration
tissulaire puis évolue vers latrophie tubulaire lat fibrose interstitielle [27]. Cette
néphropathie va conduire a une perte progressivdad®nction du greffon chez les

transplantés rénaux (Figure 3) [28].
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Seroprevalence > 80 % de la population generale

I = nspiantation |

Virurie BKv
30a50%

2 a 4 semaines
Virurie + viremie BKv
10a15%

1 a 3 mois

Virurie + virémie +
néphropathie 4 BKv
5%

12 semaines

Temps

"

Figure 3 : Evolution de l'infection a virus BK apré s transplantation rénale [29]

La « virurie BK » survient dans les premieres sersipost-transplantation, suivie par la

« virémie BK » environ 1 a 3 mois apres. De raras de néphropathie sans virémie ou de
virémie sans virurie peuvent survenir. La néphrbpasurvient dans les trois quarts des cas
dans la premiére année post-transplantation quantrunosuppression est la plus forte liée

notamment aux stratégies d’'induction.

Le principal facteur favorisant la pathogénése l@irast I'immunosuppression
thérapeutique conduisant a un déséquilibre entneuléiplication virale et la réponse immune
qui n’est plus en mesure de contrdler I'infectiorale. Le développement de la néphropathie
ne résulte pas seulement de I'immunosuppressioagbatique mais aussi de I'association de
plusieurs facteurs incluant les caractéristiquesl@uneur, du receveur, du virus (mutations),

le degré d'immunosuppression et le type de traiterfie 30, 31].

b) Cystite hémorragique

Le virus BK est associé a la survenue de cystitadnéagique chez les greffés de
cellules souches hématopoiétiques [32]. La cys$témorragiqgue associé au virus BK est

observée chez 5% a 15% des greffés de cellulehissi@matopoiétiques (CSH) [33].

c) Sténose uretérale

Historiquement, le virus BK a été isolé chez unguattransplanté rénal qui présentait
une sténose urétérale. L'infection par le virus Bt entrainer une obstruction urétérale due

une ulcération et une sténose de I'anastomoserotédsicale. La sténose urétérale associée

(2]



au virus BK a été décrite chez les transplantéawérainsi que chez les transplantés de
CSH [34].

d) Autres pathologies liées a I'infection par le virus BK

Chez des patients fortement immunodéprimés, deslegsneumopathie, méningo-
encéphalite ou d’'infection disséminée avec attematrulaire ont été décrits. Récemment, le
virus BK a aussi été impliqgué dans une pathologie dlandes salivaires chez les sujets
séropositifs pour le virus de I'immunodéficiencentaine (VIH) [35-39].

e) Oncogénicité

La capacité d’interaction de I'antigéne grand T {B)g protéine virale, avec des genes
suppresseurs de tumeurs pRb et p53 peut laisssempgne ce virus pourrait étre impliqué
dans l'induction de tumeurs malignes. De plus, daame viral du virus BK a été retrouvé
dans plusieurs tumeurs. Cependant, a ce jour, aargument formel ne permet de conclure
sur la responsabilité directe du virus BK dans pesessus tumoraux [40, 41]. En effet, sa
présence a I'état latent dans les tissus humaimaawxainsi que sa grande prévalence dans
la population humaine rendent difficile I'évaluatide son implication dans la pathogénie des

tumeurs malignes.

4. Diagnostic

Le diagnostic de l'infection a virus BK est le plssuvent réalisé lors d’examens de
routine. Il est de plus en plus fréquent en raider’incidence croissante des réactivations a
virus BK en transplantation rénale. Les optiongrdéement de la néphropathie a virus BK
étant limitées, I'objectif du dépistage du virus BKt de faciliter le diagnostic précoce des
patients viruriques ou virémiques afin d’interveairant la manifestation de la maladie. Le
diagnostic d’'infection active a virus BK est direlttrepose principalement sur la détection et

la quantification de ’'ADN viral dans les urinegaet le sang.

a) Diagnostic direct

Le génome viral peut étre détecté et quantifié gmaplification génique (PCR) dans
les urines, le sang ou le plasma. Les chargesesifdaK peuvent étre mesurées par PCR en
temps réel. La PCR BK dans les urines a une extellealeur prédictive négative pour la
néphropathie (100%). En revanche, ce test réadisi@ment présente une mauvaise valeur

prédictive positive car la proportion de patientsréteurs asymptomatiques de virus BK dans

[ 2]



les urines est forte. La PCR BK dans le plasma e rarilleure valeur prédictive positive
(50%) [42]. L’American Society of transplantatiofinfectious Disease Community of
Practice Guidelines et KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomesdglines)

recommandent un dépistage de l'infection a virus Bdur tous les patients transplantés

rénaux par PCR BK plasmatique [33, 43].

Les Decoy cells(ou « cellules pieges » en francais, car ellev@auétre confondues
avec des cellules urothéliales malignes) sont @#ales infectées. Elles peuvent étre mises
en évidence dans les urines par coloration de Ragaou. Il s’agit de cellules épithéliales
tubulaires ou urothéliales volumineuses, hyperbaiteso avec des inclusions virales
intranucléaires et un aspect en verre dépoli. pe@sence est un marqueur d’activation et de
réplication virale. Ce test est moins sensiblelgusologie moléculaire pour la détection et le
diagnostic de la néphropathie liée au virus BK.

Le diagnostic de certitude d’'une néphropathie asvBK est histologique sur biopsie
rénale. Il repose sur lidentification d’'un effeytopathogene viral associé a des lésions
tubulo-interstitielles et a la détection des amtgge viraux (le plus souvent I'Ag-T) par

immunohistochimie.

b) Diagnostic indirect

La recherche d’anticorps spécifiques n’est pass@alen raison de la forte prévalence

des anticorps dans la population générale et aeritinodépression des patients concernés.

5. Traitements

Il n’existe aucun traitement antiviral spécifique kinfection a virus BK. La prise en
charge des infections a virus BK repose sur I'aonétion du contréle immunitaire, quel que
soit le stade de la maladie, en diminuant 'immuppsession pharmacologique ou en
modifiant le type d’immunosuppresseurs tout enyesgad’éviter le rejet du greffon [33, 42].
A ce jour, il est difficile de retenir un protocodtandard de baisse de I'immunosuppression

chez les patients qui répliquent le virus BK deofagctive.
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Une activité antivirale a été montrée pour plusemoléculesn vitro : Cidofovir et
Brincidofovir, Leflunomide, Fluoroquinolones. Cepamt, I'efficacité de ces molécules

in vivo reste encore a prouver [44-48].

6. Principales caractéristiques virales

a) Structure de la particule virale

Le virus BK est un virus nu. Les particules viraknt constituées d’'une capside
icosaédrique a symétrie cubique de 40,5 a 44 nrdiateetre renfermant le génome viral.
Elles sont composées de 88% de protéines et dedl®BN [49]. Les polyomavirus, étant
non enveloppés, sont résistants aux solvants, @dgset a I'éther et relativement stables a la

chaleur (50°C, 1h) favorisant leur survie dans iéeon extérieur.

La capside virale est composée de 360 copies gitoi€ine structurale majeure VP1,
et de 30 a 60 copies de deux protéines structunalesures VP2 et VP3. Leur assemblage
forme un icosaedre constitué de 72 capsomeéres mpéritaes. Chaque pentamere se
compose de cing protéines VP1 et d'une protéin&ralenVP2 ou VP3 insérée dans la cavité
interne formée par I'association de cing molécaesVP1. Les extrémités C-terminales des
molécules VP1 s’accrochent entre elles et avecdpsomeres voisins. Les molécules VP2 et

VP3 sont présentes a l'intérieur du virion et netgias liées de facon covalente (Figure 4).

VP & s
VP2 e _ ’ ':n'_«
VP3

Histone

Genamic DNA

Figure 4 : Structure de la particule virale de laf  amille des Polyomaviridae.

(http://Iwww.expasy.ch/viralzone/all by species/148.html)

Le génome viral est une molécule d’ADN double bmirculaire, super-enroulée
d’environ 5300 paires de base associées aux hgstoekulaires H2A, H2B, H3 et H4 ;
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'ensemble formant un mini chromosome circulairealill est organisé en trois régions
fonctionnelles : une région codante précoce et néggon codante tardive génétiquement
conservée, non chevauchantes, de tailles grosseatetquivalentes, séparées par une région

régulatrice non codante hypervariable (Figure 5).

Ori

5153
(0)

Agn

BKV (Dunlop) DNA
5153 bp

Figure 5 : Génome du virus BK [50]
ADN double brin de la souche Dunlop. TR est lagagype de 287 pb souvent utilisée pour

classer les isolats du virus BK en sous-types &t-gooupes.

La région régulatrice non codante NCR®on Coding Regulatory Region) ou NCCR

(Non Coding Control Region) a une taille variant3f¥ a 500 pb selon les isolats. Elle est
comprise entre le codon dinitiation ATG pour I'Alg-de la région précoce et le site
d’initiation pour I'agnoprotéine du c6té de la mgitardive. Elle comprend I'ensemble des
éléments cis-régulateurs nécessaires a la répilicatia la transcription du génome viral. Elle
contient l'origine de la réplication de 'ADN (Ori)e promoteur bidirectionnel, les sites de
liaison aux facteurs de transcription cellulaires,les sites de liaison a I'Ag-T. La région
NCRR est sujette a des variations génotypiquese EBt susceptible de subir des
modifications telles que des insertions, des d#étiou des réarrangements permettant de
distinguer les souches natives dites « archétypks souches réarrangées dites « variantes ».

La région codante précaceomme son nom lindique, est la premiére partie d

génome a étre transcrite et traduite au cours dilecyiral. Elle couvre 2,4 kb et sa
transcription débute peu de temps apres linfectiblle comprend un cadre de lecture
correspondant aux protéines virales non structsirakentigéne grand T (Ag-T) et antigéne

petitt (Ag-t). Ces protéines sont produites passgge alternatif d’'un précurseur commun

[ )



d’ARN pré-messager et sont distinguées en antigeaed T et petit t selon leur taille. Des
protéines supplémentaires de taille intermédiaimat produites. Elles correspondent a des

formes tronquées de I'antigéne grand T (Ag-Trurf&1].

L’Ag-T et I'Ag-t sont responsables de la transfotima cellulaire dans le cas des
Polyomavirus a caractére oncogéene [52]. Leurs sspBs persistent pendant toute la durée

du cycle.

L’Ag-T est certainement la protéine virale la plogortante car elle réalise plusieurs
fonctions critiques pour le cycle viral [53]. Enfedf elle assiste et régule la machinerie
cellulaire de I'n6te dans la transcription, la tration et la réplication en interagissant
directement avec le génome viral. Elle agit ausshi@eau de la croissance cellulaire en se

liant a pRb et p53, deux protéines régulant I'apioarde tumeurs.

La région codante tardiveouvre 2,3 kb et contient I'information génétiqde la

protéine structurale majeure VP1 et des deux pre$éstructurales mineures VP2 et VP3
ainsi qu’une protéine non structurale appelée agriéme dont la fonction est inconnue a ce

jour.

b) Cycle viral

Le cycle infectieux du polyomavirus est arbitraiesth divisé en phase précoce et
tardive. La phase précoce commence par l'intenadtdiale du virus avec la surface des
cellules cibles et se termine au début de la réftio virale de I'ADN. La phase tardive inclut
tous les événements subséquents qui menent anlibksge et a la libération des virions
néoformés. La libération des nouveaux virions marachévement du cycle de réplication

virale (Figure 6).
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Figure 6 : Le cycle de multiplication du virus BK [9]

1. Attachement au récepteur cellulaire. 2. Inteisation par endocytose médiée par la voie
des caveolines. 3. Transport du cavéosome vers diculum endoplasmique.
4. Décapsidation partielle et transport du RE véscytoplasme. 5. Migration du génome
viral au travers du pore nucléaire. Dans le noyaones de réplication associant génome
viral et éléments cellulaires. 6. Premiére vaguetrd@scription : genes précoces. L’Ag-t et
I'Ag-T retournent dans le noyau pour s’associerg@nome viral. 7. Réplication génomique

virale. 8. Deuxiéme vague de transcription : getaedifs. 9. Assemblage des capsides autour
des nouvelles molécules d’ADN double brin néofosmée

Le tropisme du virus BK est essentiellement rébes. particules virales s’adsorbent &
la surface des cellules cibles en interagissant as récepteurs cellulaires qui sont des
glycoprotéines portant des gangliosides a leuréexté N-terminale. L'entrée virale du
virus BK serait dépendante de sa capacité a inteaagc les gangliosides GD1b et GT1b
présentant un motif acide di-sialique alpha 2,89.[b4 protéine VP1 est responsable de cette

interaction [55]. Le virus pénétre dans la cellpier endocytose en utilisant la voie des
cavéolines [56, 57].

Une fois a I'intérieur des cavéoles, les particiiesles sont transportées par le réseau

de microtubules jusqu’au réticulum endoplasmiqueE)(®8]. La décapsidation virale
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commencerait au niveau du RE et I'exposition dgeaix de localisation nucléaires présents
sur VP2/VP3 permettrait de guider la particule deraoyau.Le génome viral est libéré dans
le noyau. Ainsi démarre la transcription des ggmésoces qui codent I'Ag-T et I'Ag-t. La
réplication est initiée par I'Ag-T qui se lie aligine de réplication. Le virus BK ne codant
pas sa propre polymérase virale, I'Ag-T recrute pestéines cellulaires nécessaires a la
réplication de I’ADN viral. L’Ag-T active aussi leanscription des genes tardifs codant les
protéines VP1, VP2, VP3 et I'agnoprotéine. Apras lgaduction dans le cytoplasme, les
protéines de capside grace aux signaux d’adressagéaire sont transportées dans le noyau

ou a lieu 'assemblage.

Les virions néo-formés seraient libérés par lyse cdlules infectées. Le virus est
capable de s’installer dans 'urothélium et ledutes épithéliales tubulaires rénales, sous une

forme non réplicative ou avec une réplication midien(forme latente).
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B. L'interféron : acteur majeur du systeme immunitaire

Les IFN sont des cytokines clés de l'induction d'état antiviral cellulaire. lls
interviennent en premiére ligne de défense faceiafiextions virales. Apres avoir présenté
les différents types d’IFN et décrit brievementrlenécanisme d’induction en réponse a une
infection virale, je détaillerai leur mécanisme aian, en particulier la principale voie de
signalisation cellulaire impliquée dans la défeassvirale, puis je terminerai par un état des

données actuelles sur I'interféron dans la répansgune a l'infection par le virus BK.

1. Les interférons (IFN)

a) Description et classification

Les interférons sont des polypeptides, apparteaatd famille des cytokines de
classe Il. lls ont été décrits pour la premiéers fan 1957 par Isaacs et Lindenman. Leur nom
provient de leur capacité a « interférer » ave@fdication virale [59]. lls ont été classés en
trois grands groupes d'apres leurs caractéristigtresturales, leur reconnaissance par des
récepteurs spécifiques et leurs activités biologgquinsi on distingue :

- les IFN de type | comprenant les IFN-alpha (clagse$3 sous-types), betax eto,
- les IFN de type Il représentés uniqguement par Ftgeihma,
- les IFN de typelll comprenant les IFN-lambda 1,miaa2 et lambda 3

(anciennement intitulés interleukine-29 (IL-29)-2BA, et IL-28B) et lambda 4 [60-

62].

Les IFN, en plus de leurs propriétés antiviralest des propriétés antiprolifératives et

immunomodulatrices.

b) Caractéristiques générales

La production d’'IFN de type |l est induite rapidemedans les heures suivant
I'infection virale. La plupart des cellules ontdapacité de produire de I'lFN de type | quand
elles sont infectées par un virus. Cependant, amscd’'une infection, des niveaux élevés
d’'IFN de type | sont produits par les cellules seiles du systeme immunitaire telles que les
cellules dendritiques plasmacytoides [63, 64]. loedlules dendritiques plasmacytoides
agissent de facon paracrine pour induire un étitiead et activer d’autres types cellulaires
impliqués dans la réponse immunitaire innée ettatiap [65]. L'interféron de type | posséde
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une forte activité antivirale et est capable d’indwn fort état antiviral dans une large variété
de cellules [66, 67].

Les IFN de type | et Il sont souvent considérénae les classes antivirales et sont
souvent co-exprimés ensemble par les cellules tédscpar des virus. La différence la plus
importante entre les IFN de type | et de type dh@erne la distribution des récepteurs. En
effet, alors que les récepteurs a I'lFN de typemtsprésents sur la grande majorité des
cellules, la distribution des récepteurs a I'lFNtype Il semble limitée principalement aux
cellules épithéliales [68].

La production de I'lFN-gamma est restreinte auwiubet du systéme immunitaire. En
effet I'IFN-gamma est sécrété par les cellules NKles lymphocytes T en réponse aux
antigenes ou aux mitogenes [69, 70]. Presque tesistyppes cellulaires sont capables de
répondre a I'lFN-gamma car les récepteurs a I'lRMagha sont largement exprimeés [71].
L'interféron de type Il possede une activité amélé mais celle-ci n'est pas sa fonction
biologique primaire. Sa fonction est principalemémimuno-régulatrice. Il joue un role
central dans le développement des réponses immamesumorales et il peut amplifier
I'induction des activités antivirales des IFN-alpdtebeta. Ainsi type | et Il travaillent souvent
ensemble pour activer une variété de réponses imsnimmées et adaptatives conduisant a

une immunité antitumorale et a une élimination ckdhiles infectées [69, 72].

c) Utilisation thérapeutique

Les IFN sont utilisés dans la prise en charge dsiglirs maladies.

Actuellement, I'lFN de type | est le seul type dlleEommercialisé dans le traitement

d’infections virales. En effet, 'lFN-alpha2 estiqué dans le traitement des hépatites B et C.

Par ailleurs, les IFN-alpha2a et 2b sont aussigingé dans certaines leucémies et
lymphomes ainsi que certaines tumeurs solides.N:-iEta est indiqué dans le traitement de
la sclérose en plaques. L'IFN-gamma est commeséalans le traitement d’infections graves
en cas de granulomatose septique chronique ousati@astéoporose maligne séveére. Seuls les
IFN de type lll, découverts en 2003 n’ont pas eaaapplication en clinique.
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2. La réponse interféron au sein du systéeme immunitaire

L’invasion virale de la cellule hdte engendre uéponse immunitaire avec ses deux
composantes innée et adaptative. La premiere éstpédentification de I'agent pathogéne.
Les cellules de limmunité innée (monocytes / mpbages, cellules dendritiques,
polynucléaires, cellules NK, mastocytes) reconmaissles pathogénes grace a des
« détecteurs » nommés PRRathogen Recognition Receptprs

Les PRR détectent des profils moléculaires paiticuldes pathogénes appelés PAMP
(Pathogen Associated Molecular PatternsCes PRR sont situés dans différents
compartiments cellulaires : au niveau de la menwrplasmique, de la membrane des
endosomes, ou dans le cytosol. Ceci leur permetiéiection virale a de multiples
emplacements. De nombreux PRR différents ont ététsleCes PRR variés permettent la
reconnaissance de PAMP viraux différents (Tabledu3, 74].

PRR Localisation PAMP viraux
RLR (Retinoic acid-
inductible gene 1-like cytosol ARN viraux
receptorg
ALR (AIM2-like receptory cytosol ADN viraux
TLR 1,2et4 membrane plasmique glycoprotéines \drale
TLR 3,7 et9 membrane des endosomes acides nucléigaes
2'5'0AS (Oligoadenylate
synthetaske cytosol ARN viraux
RNAseL
cGAS (Cyclic GMP-AMP _
synthask cytosol ADN viraux et autres ?

Tableau 1 : Exemples de quelques PRR et PAMP viraux  associés [75]

Initialement découverts chez la drosophile, les TRII-Like Receptofssont les
premiers et les mieux caractérisés des PRR im@igaés la reconnaissance des virus [76-
78]. A ce jour, les PRR impliqués dans la recorsaise des polyomavirus n'ont pas été
identifiés.

La reconnaissance PAMP - PRR déclenche différentmses de signalisation
cellulaire, selon la nature et la localisation égepteur PRR, aboutissant a I'expression de

diverses molécules :
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- des prostaglandines, des chimiokines (IL-8, MCHRANTES), et des cytokines
inflammatoires (TNF, IL-1, IL-12) qui permettent tecrutement et I'activation des
phagocytes (neutrophiles, macrophages, cellulesdriliggues) sur le lieu de
I'infection,

- des molécules endothéliales d’adhérence (séle)ine

- des molécules de co-stimulation (CD80, CD86) nédess a I'activation des
médiateurs de la réponse immunitaire adaptativemipdesquels on trouve les
lymphocytes B et les lymphocytes T (CD8+ et CD4+),

- des cytokines antivirales telles que les IFN.

3. Les interférons dans la lutte antivirale

Malgré les difféerences parfois importantes conswténtre les différents types
d’interféron, ils partagent néanmoins des voiessigealisation communes comme la voie
Jak-STAT (anus Kinase-Signal Transducers and Activators @n3cription impliquée
dans la défense antivirale. Cette voie de sigriaisaest rapidement induite apres la
reconnaissance des interférons de type I, Il etpdlit leurs récepteurs spécifiques sur la

membrane cellulaire (Figure 7).

Les interférons de type | se lient sur un récepteursmembranaire constitué de deux
sous-unités, IFNAR1 et IFNAR2nterferon Associated Receptor L/2.es interférons de
type Il utilisent un complexe composé d’'une chadpécifique IFNLRL1 laterferonLambda
Receptor Y et d’'une chaine du récepteur pour I'lL-10 : ILRID(nterleukine-10 Recepton 2
L’engagement de IFNAR1 et IFNAR2 pour les interféesode type 1 ou de IFNLR1 et
IL-10R2 pour les interférons de type Il induitphosphorylation de deux kinases associées a
ces récepteurs Jakdapus Activated Kinase Bt Tyk2 {Tyrosine Kinase R Les interférons
de type Il se fixent sur un récepteur composé de deétérodimeres constitués des sous-
unités IFNGR1 et IFNGR2Irfterferon Gamma Receptor }/2De la méme facon que les
interférons de type | et Ill, la fixation de I'inféron de type Il sur son récepteur entraine la
phosphorylation des deux kinases associées Jakdkat(Janus Activated Kinase )/2Ces
kinases activées, Jakl, Jak2 et Tyk2, phosphorgdatr tour les facteurs de transcription
STAT1 et STAT2 Signal Transducer and Activator of Transcriptioetl?).

Pour les interférons de type | et lll, STAT1 et STRAphosphorylés migrent dans le
noyau et s’associent au facteur IRFSt€rferon Regulatory Factor)9Le complexe ISGF3
(Interferon Stimulated Genes Factor @)nsi formé se lie a I'élement ISREnterferon
Stimulated Response Elenjeat induit la transcription de plusieurs centaidesgenes de

réponse a l'interféron appelés ISIBtérferon Stimulated Gengefs0].
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Pour les interférons de type I, les molécules STAMosphorylées s’Thomodimérisent.
Le complexe GAFifterferon Gamma Activated Facjoainsi formé migre dans le noyau et
se fixe sur I'élément GASrterferon Gamma Activated Sequendea séquence génétique
GAS activée induit aussi la transcription d’ISGglie 7). Au contraire des IFN de type |
et Ill, 'IFN de type Il n’'induit pas la formatiode complexes ISGF3. En conséquence, il ne
peut pas induire la transcription des genes qui seutlement I'élément ISRE dans leur
promoteur.

Type | Type Il Type ll
IENAT (IL-25)
IFMAZ (IL-2BA)
IFNE 1Epc IFNAZ (IL-288) _
| FMus IFMA4 IFNy
IF MR o
IFNas )
y ‘?3? IL-10R2 _8 T
O i "}' IFNLRT  encr1/ 7 @
IFNART ‘. », «* IFNGR2

|SGF3  STAT1- ISGF3  STAT1-
homadimar homodimer

Figure 7 : Voie de signalisation Jak-STAT des inter ~ férons de type |, Il et Il [79] .

Les trois types d'IFN via la voie de signalisatiaellulaire Jak-STAT induisent la
transcription d’'ISG. L'IFN-gamma (seul IFN de tylg via STAT-1 phosphorylé (P-STAT1),
indépendamment de ISGF3, induit la transcriptiofS& communs aux deux autres types
d’'IFN ainsi que des ISG différents.
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La phosphorylation des résidus tyrosine en positidh des STAT par les protéines de
la famille des Janus kinase (Jakl, Jak2 et TykRlume étape cruciale de la signalisation
induite par I'IFN. En effet, cette phosphorylatiest requise pour la formation de complexes
STAT variés ainsi que pour leur translocation ddesnoyau. Cependant pour une
transcription optimale des ISG, d’autres événemtatssque des modifications biochimiques
des STAT ou l'interaction des STAT avec des covatéiurs transcriptionnels (p300, CBP,
MCMS5 ...) sont aussi nécessaires. Le recrutemenedemtéines co-activatrices dépend de
la phosphorylation des résidus sérine en posit®n des STAT. Cette phosphorylation est

essentielle pour une activation transcriptionnetlmplete [80-82].

Les IFN induisent d’autres cascades de signalisajie la voie Jak-STAT, telles que
les voies MAPK-p38 Nlitogen Activated Protein Kinaseet PI3K Ehosphoinositide
3-Kinasg. Ces différentes cascades moléculaires s’enissrbaboutissant a des réponses
variées permettant d’expliquer les effets biolog®wpléiotropes des IFN dans les cellules
cibles. Certaines de ces voies de signalisatiorctimment indépendamment de la voie
Jak-STAT alors que dautres cooperent avec les STpdUr optimiser la régulation

transcriptionnelle des genes cibles.

4. Genes de réponse a l'interféron et activités antivirales

La voie Jak-STAT est impliquée dans la défensevmale en induisant la transcription
d’'ISG. En effet les ISG codent certaines protéio@snues pour leurs propriétés antivirales
(Tableau 2) [83].

Protéines codées par les ISG Fonctions décrites

3 _ Inhibition de la traduction via Ih
PKR (Protéine Kinase R) . o _
phosphorylation du facteur d’initiation ei&?2j

2’5" OAS (Oligoadenylate synthetase

Dégradation des ARN viraux
RNAseL

Régulation positive ou négative de |la
IRF (Interferon Regulatory Factpr

production d’interféron

GTPase Mx(Myxovirus resistance) Inhibition de la transcripti

IFTIM 1,2,3 Inhibition de I'entrée virale

Tableau 2 : Exemple de quelgues protéines antiviral ~ es dont I'expression est induite

par les interférons.

Ces protéines sont capables d’inhiber la réplicaties virus en ciblant directement les

voies de signalisation et les fonctions requiseamtue cycle viral (Figure 8) [75].
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Figure 8 : Cibles de quelques protéines antivirales induites par les IFN au cours du

cycle viral.

Les protéines codées par les ISG (représentéedgmétoiles) interférent avec les différentes
étapes nécessaires au cycle viral : attachement &dllule cible (attachment), entrée
(endocytosis, fusion), décapsidation (uncoatinggngcription, réplication, traduction
(translation), les modifications post-traductioniesl (post-translational modification and

processing), assemblage (packaging, egress, asgpeatliibération (release) [75].

Les réactions croisées entre les voies de sighalisdes difféerents types d’interféron
ne permettent pas de définir de facon claire lesegespécifiquement régulés pour chaque
type d’interféron. Certains ISG sont régulés ades fpar les IFN de type I, Il et Ill mais
d’autres sont sélectivement régulés par un ou tgae(s) d’'IFN. Par exemple, MxA et PKR
sont induits quasi-exclusivement par I'lFN-alphdexpression de IFITM1IEN Inductible
Transmembranje est induite par tous les IFN, alors que I'expi@ssdu gene codant

la 2’-5’ oligoadénylate synthétase 1 est sélecteeininduite par I'lFN-alpha et béta mais pas
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par I'lFN-gamma [84]. Quelques ISG s’averent étigs spécifiques d’'une réponse engagée
par I'lFN-gamma.

Il existe des ISG a activité antivirale mais audss ISG a activité pro-virale.
L'inhibition de la réplication des virus par lesteérférons repose sur une combinaison

d’expressions de plusieurs ISG a activité antieit| pro-virale.

La régulation de I'expression des ISG est compldixexiste une boucle autocrine
d’amplification, avec les éléments de base de ia JAK-STAT : JAK-2, STAT1/2, IRF9 qui
sont aussi des ISG ce qui renforce la réponseFalI'Et il existe une boucle de régulation
négative faisant intervenir les protéines SOS&ppressor of cytokine signalipgotamment
SOCS1 et SOCS3, elles-mémes induites par la v&STAT [75, 85] et USP18Ubiquitin-
specific peptidase 1386].

5. Place de l'interféron dans la réponse immune a l'infection par le virus BK

Le rble des interférons au cours d’'une infectior @ virus BK est trés peu

documenté.

Il existe trés peu de données sur la réponse émtarfde type | au virus BK, que ce
soit in vitro ou in vivo. Des travaux suggerent I'activation des réceptdWwilR3 (Toll-Like
Receptor Bet RIG-1 Retinoic acid-Inductible Geng-tlans I'inflammation observée dans les
lésions de néphropathie associée au virus BK [E8pendant ces récepteurs sont plutdt
impliqués dans la reconnaissance des ARN virauxcdirséquence, dans les infections a

virus BK, les mécanismes d’activation de ces rémaptrestent a préciser.

Concernant l'interféron de type ll, une eéquipe antrd I'effet inhibiteur de
I'IFN-gamma sur I'expression des genes et la régibn du virus BK. Cette équipe a étudié le
réle de I'lFN-gamma dans l'infection lytique parveus BK. Ills montrent qu'un traitement
par IFN-gamma inhibe la réplication et I'expressides protéines virales de facon dose-
dépendante [88].

A ce jour, aucune donnée n’'a été publiée sur langp interféron de type Ill au

virus BK.
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Il. OBJECTIFS

La réponse immunitaire est le principal inhibitede la réactivation du virus BK,
pourtant celle-ci est tres peu documentée. Enquidigr le réle des cytokines antivirales dans
le contréle de l'infection est peu renseigné. Bigme les IFN soient des acteurs majeurs du
systeme immunitaire aux propriétés antivirales,leseant un article a montré un effet
antiviral de I'lFN-gamma sur le virus BK et le métame est inconnu [88]. Ainsi, toute
amélioration de nos connaissances sur les principateurs du systéme immunitaire qui
luttent contre le virus BK permettra une meilleemmpréhension de I'histoire naturelle de

I'infection par le virus BK et aidera au développarhde stratégies thérapeutiques.

Nous avons choisi de nous intéresser aux interféparce qu'ils sont des acteurs
majeurs du systeme immunitaire et qu’ils possedest propriétés antivirales. Nous avons
voulu savoir si les difféerents types d’IFN avaieme action antivirale contre le virus BK et

par quel(s) mécanisme(s).

Dans cette optique, nous avons testé les troisstyp-N pour leurs propriétés
antivirales sur l'infection par le virus BKn vitro. Nous avons utilisé les cellules Véro
permissives au virus BK [89]. Nous avons explor@da de signalisation Jak-STAT induite
par les IFN puis nous avons cherché a identifet3& pouvant étre impliqués dans I'activité
antivirale observée sur le virus BK. Les ISG idiési pourraient permettre le développement

de stratégies thérapeutiques.

Au cours de ma these d’'université, a partir du nagisévrier 2015, jai participé a
l'initiation de la nouvelle thématique de recherathe laboratoire de virologie clinique et
fondamentale EA4294 du CHU d’Amiens. Les objectles mon travail au laboratoire ont
d’abord été de mettre en place les outils nécessait’étude du virus BK. J'ai ainsi participé
a lI'expertise de différents tests de détectionesigdantification du génome viral par PCR
avant de mettre au point notre propre technique BCRboratoire. Cette étude a abouti a une
publication dont je suis co-auteur [90]. J'ai mis glace un modéle de culture cellulaire du
virus BK dans les cellules rénales VERO en tranafdcle plasmide pBKv(34-2) (ATCC)
contenant le génome complet de la souche Dunlogrde BK dans les cellules VERO. Le
génome du virus BK est détectable et quantifiableRCR dans les surnageants de culture et
les protéines virales sont détectables en immuamicence, confirmant la réplication du
virus dans les cellules (décrits dans la sectibMATERIELS ET METHODES). Aussi, les
virions contenus dans les surnageants de cultwealkiles VERO infectées nous permettent

d’infecter des cellules naives. Plusieurs mois &gt nécessaires a la mise en place de ces
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outils avec une croissance lente du virus en aulogllulaire. Un effet cytopathique a été
observé a partir d'un mois de culture. Ce n’estieseant qu’en janvier 2016 que jai pu

commencer a tester les différents types d’IFN swirus BK.
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l1l. MATERIELS ET METHODES

1. Culture cellulaire

a) Lignées cellulaires

Les cellulesvéro sont des cellules épithéliales rénales d’nagsimienne. Elles sont
permissives au virus BK[89]. Les cellules Véro ét# cultivées dans un miliddulbecco’s
modified Minimal Essential MediurfGlutamax |-DMEM) (Gibco, Life Technologies™)
supplémenté avec 10% de sérum de veau fcetal (S ubees a 37°C sous 5% deLO

Les cellules 293FT (ThermoFisher Scientific™) sont des cellules rémnale
embryonnaires d’origine humaine. Elles ont étédfamées avec I'Ag-T du SV40. Elles ont
été cultivées dans un milieDulbecco’s modified Minimal Essential Mediuf@lutamax
I-DMEM) (Gibco, Life Technologies™) supplémenté avié0% de sérum de veau feetal
(SVF) et incubées a 37°C sous 5% de,CO

Les cellules sont entretenues deux fois par sent@isgue la confluence atteint 100%
grace a I'action de la trypsine (Gibco, Life Teclugies™).

b) Stimulation cellulaire par les IFN

Les interférons alpha-2a, gamma et lambda-1 hum@osmbinants utilisés pour
stimuler les cellules Véro et 293FT ont été obteaupres de PBL Assay Science™. Les
concentrations utilisées et les durées d’expostiies cellules aux interférons sont précisées

pour chaqgue expérience dans la section IV. RESULSAT
2. Virus

a) Production du virus BK en culture cellulaire

Le plasmide pUC19pBKv(34-2) a été fourni gracieusetrpar le Professeur Walter
Atwood (Brown University, USA). Il a été obtenu peonage du plasmide pBKv(34-2)
(ATCC) au niveau du site BamHI dans le vecteur mpldgjue pUC19 afin d’amplifier
I’ADN. Le site de restriction BamHI du génome duug BK se situe au sein de la séquence
codant la protéine virale VP1. Le plasmide pBKv@4eontient le génome complet du

virus BK.
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L’amplification du plasmide pUC19pBKv(34-2) a étéalisée apres transformation
dans les bactéries chimiqguement compétehtssherichia coliTop 10 (Invitrogen™). La
transformation a été réalisée par choc thermiges.dactéries ayant intégré le plasmide ont
été sélectionnées grace au géne de résistancmpidibine présent sur le plasmide vecteur
pUC19, aprés la mise en culture des bactéries ésepce d’ampicilline. Le plasmide a
ensuite été extrait avec le Riucleobond Xtra Maxi kit (Macherey-Nagel™) en suivant le
protocole « High-copy plasmid DNA » selon les recmsndations du fabricant. La
concentration d’ADN ainsi extrait a été évaluéeNamodrop ND-100 v3.7.1 par mesure de la

densité optique a 260 nm, et la pureté par le nagles densités optiques a 260 et 280 nm.

Le plasmide pUC19pBKv(34-2) a été digéré avec 2hnyme BamHI (New England
Biolabs) pour 1pg d’ADN pendant 4 heures a 37°@ dé séparer le génome du virus BK du
plasmide vecteur pUC19. La digestion compléte csmpide a été vérifiee apres migration
sur un gel d’'agarose 1%. L’ADN a ensuite été péndar un volume de chloroforme/alcool
isoamylique et précipité avec 1fi8volume d’acétate de sodium + 1,5 volume d’éthanol
95% a froid. L’ADN précipité a été repris dans liea une concentration finale d’1pg/pl. La
transfection de cet ADN dans les cellules Véroéaréalisé a 'aide du réactif de transfection

Lipofectamin€ 2000 (Invitrogen™) selon le protocole du fabricant

Le génome du virus BK a été transfecté dans ldsleglVéro. Au bout d’'un mois les
cellules ont commencé a montrer un effet cytopathigA partir de ce moment-1a, les
surnageants et les cellules ont été récupérés wehisoa trois cycles de congélation /
décongélation pour casser les cellules et libératirus BK intracellulaire. Le « stock viral »

ainsi produit a été conservé a -80°C (Figure 9).
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Figure 9 : Production du virus BK en culture cellul aire
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Détection du virus BK en microscopie électronique

Afin de vérifier la présence du virus BK en cultucellulaire, 3 mois aprées la
transfection, un échantillon de cellules Véro tfaaotes a été transmis a I'Université Francois
Rabelais a Tours pour une analyse en microscopi¢réhique.

Figure 10 : Particules de virus BK dans les cellule s Véro 3 mois apres la transfection.
(Photo réalisée en microscopie électronique par Emumlle Blanchart-Laumonnier a
I'Université Francois Rabelais a Tours a partir des cellules transfectées).

Détection du génome viral par PCR

L’ADN total a été extrait a partir des surnageagttsles cellules infectées, 72 heures
aprés l'infection a I'aide du kiQIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen™) sur I'extracteur
QlAcube (Qiagen™). L'amplification d'une séquencARN spécifique du virus BK a été
initiée par une étape de 2 minutes a 50°C, prolermar une étape de dénaturation de 10
minutes a 95°C, suivie d’'une étape d’hybridatiord’@ongation de 15 secondes a 95°C et
60 secondes a 60°C . 45 cycles de PCR ont ét&ésalie nombre d’amplicons produits est
comparé a une courbe standard générée grace &rueeals dilutions d’'une concentration
connue d’ADN du virus BK. La PCR quantitative emies réel a été réalisée suABI
PRISM 7900 HT Sequence Detection SystéApplied Biosystems™) selon les
recommandations du fabricant. Le volume de 25uiédetion de PCR a été préparé a partir
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de 10uM des amorces sens, anti-sens et de la sende, réactifTagMan universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems™). Les amorces et la sondesééis sont complémentaires
d’'une région conservée du gene VP1 et spécifiquards BK. Les séquences des amorces et
de la sonde utilisées sont :

- Amorce sens : 5’-AGAG-TGTCCAGGGGCAGCT-3 (aa 158505)

- Amorce anti-sens : 5’-AG-TTTTGGCACTTGCACGG-3’ (4607-1622)

- Sonde : FAM-CCAAAAAGCCAAAGGA-MGB (aa 1625-1643)

Les cellules ont été fixées avec une solution d& PHE%-PBS2X (1 :1) pendant
10 minutes a température ambiante puis permeéadslis@vec une solution de
CSK-0,5%TritonX-100-0,5% pendant 15 minutes a tenaipe ambiante. Les cellules ont été
rincées au PBS avant d’étre incubées avec lesogpgiqrimaires, anti-VP1 (PAb597) ou
anti-Ag-T (PAb416) (Abcam™), dilué dans du PBS-Twe®5%, 1 heure a température
ambiante. Apres un nouveau ringage, les cellulégt@nincubées avec I'anticorps secondaire
couplé a la peroxydase (immunoperoxydase) ou a mmoéecule fluorescente FITC
(immunoflorescence) pendant 1 heure a températumtdaate. Apres rincage des cellules,
'Ag-T et VP1 ont été révélés grace au substratadeeroxydase : 3,3’-diaminobenzidine
(DAB) (Sigma) ou en lecture directe au microscopiuarescence. Les protéines Ag-T et

VP1 ont été observées dans les noyaux des cellélesinfectées.

DAPI FITC MERGE

Figure 11 : Détection de I'Ag-T dans les cellules V. éro au microscope a fluorescence.
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DAPI FITC MERGE

Figure 12 : Détection de VP1 dans les noyaux des ce llules Véro au microscope a

fluorescence.

b) Détermination du titre infectieux viral (TCID5o/ml)

Des cellules Véro ont été ensemencées dans uneeptb96 puits. Apres 24 heures
d’incubation a 37°C + 5% de GQles cellules Véro ont été infectées avec le BKsa
différentes dilutions allant de 104 10° dans du milieu de culture (DMEM + 10% SVF).
Apres 72 heures d’incubation a I'étuve a 37°C +d&4 02, I'Ag-T des cellules infectées est
visualisable au microscope par immunoperoxydasditiecinfectieux a été déterminé par la
méthode des TCl§yml [91].

c) Infections cellulaires avec le virus BK produit

Les cellules Véro ont été incubées avec le stocd 8K produit pendant 3 heures a
37°C et sous 5% de GQour permettre I'entrée des particules virales. tagtiplicités
d’infection (MOI) sont précisées pour chaque ex@@e dans la section IV. RESULTATS.
Les cellules ont ensuite été rincées 3 fois au PHES elles ont été cultivées dans leur milieu
habituel. Apres 72 heures, les protéines viralégparétre détectées par immunofluorescence,

iImmunoperoxydase et western-blot.

3. Analyse en PCR quantitative en temps réel (qPCR)

a) Détection et quantification des ARNm viraux par gPCR

Les ARN totaux intracellulaires ont été extraitd’ade du kit RNeas§ Mini Kit
(Qiagen’) sur I'extracteur QlAcube (Qiagen™) & partir dotpcole du fabricant en présence
de DNAse. La concentration des ARN extraits a etdu&e au Nanodrop ND 100 v3.7.1. Les
cDNA ont été synthétisés a partir des ARN extrpds transcription inverse avec ligh

Capacity cDNA Reverse Transcription Kii(Applied Biosystems™) selon les
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recommandations du fabricant. Une centaine de manoges de chaque échantillon d’ADNc
ont été mélangés avec un tampon appropagMan Universal PCR Master Mi@pplied
Biosystems™). L'amplification PCR a été réalisée BABI PRISM 7900 HT Sequence

Detection System (Applied Biosystems™) selon lesmemandations du fabricant.

La quantification a été réalisée par la méthodeAdest. Il s’agit d’'une quantification
relative par comparaison des @y¢le thresholyl obtenus. Le Ct représente le nombre de
cycles d’amplification nécessaire pour obtenir uakeur seuil déterminée et est inversement
proportionnel a la quantité de cDNA amplifié. Le, Cbrrespondant a I'amplification x, est
d’abord normalisé par rapport a I’ARN ribosomal I&®me géne constitutif par le calcul du
ACt (ACty = Ct, —Ctig9), puis rapporté a notre condition de référencelparalcul AACty
(AACt, = ACty — ACtsssrence) Utilisé dans la formule RQ ="2°™. Cette formule permet de
normaliser I'expression génique d’'une série a tauta PCR quantitative en temps réel a été
réalisée sur 'ABI PRISM 7900 HT Sequence Detect®ystem (Applied Biosystems™)

selon les recommandations du fabricant.

Les milieux réactionnels pour la PCR sont réaldeé$a facon suivante :

Composants Volume gl) / tube

TagMar? universal PCR Master Mix (2X) 12,50
Amorce Sens (10uM) 0,75
Amorce Anti-Sens (10uM) 0,75
Sonde FAM (10uM) 0,75

H20 RNase-fre¢QSP 20ul) 8,25
cDNA 2,00
Volume final 25,00

La liste des amorces utilisées se trouve en Taldeau

Amorce Sens Amorce Anti-Sens Sonde

5-ACT CCC ACT CTT 5-TCATCAGCC TGA 5-TTG GCA CCT CTG

Ag-T
J CTG TTC CAT AGG-3’ TTT TGG AAC CT-3 AGC TAC-3

5-GGC CTCTTT GTA S-CTGTTG TGT TCC 5-CAG CTG CTG ATA
AAG CTG ATA GC-3' | AGAGCT GTT AGT A-3’ 7T G-3

VP1

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées en PCR
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4. Western-blotting

a) Anticorps utilisés

L’anticorps polyclonal anti-VP1 (PAb597), et l'attrps monoclonal anti-Ag-T
(PAb416) ont été obtenus auprés de Abcam™. Lesapd monoclonaux anti-STAT1 et
anti-phospho-STAT1 (Tyr701) ont été obtenus aupdes Santa Cruz™. L’anticorps
monoclonal antp-actine a été obtenu auprés de ThermoFisher Saénhti Les anticorps
secondaires plolyclonaux anti-IgG de lapin et &y8-de souris couplés a la peroxydase ont
été obtenus aupres de Sigma-Aldrich™.

b) Etapes

Les cellules ont été lysées dans du tampon RIPAnK2OHepes KOH pH 7,4;
150Mm NaCl; 5mM EDTA,; 0,1% SDS; 1% DOC et 1% Tritgr100) (200ul/puits pour une
plague de 6 puits). Les lysats cellulaires ontseiéiqués puis dosés a l'aide du Rierce

BCA Protein Assagelon les recommandations du fabricant (ThermofiSiceentific™).

Les protéines ont été précipitées au meéthanol erafdrme et ont ensuite été
dénaturées dans du tampon Laemmli 4X en présen&ddep-mercaptoéthanol pendant
5 minutes a 95°C. Puis elles ont été déposéesrsgelude séparation SDS-Page 10% et
transférées sur une membrane de nitrocelluloseegédaun appareil de transfert. Les
membranes ont été saturées dans une solution deTWB& 20 0,1%-Lait 4% pendant
1 heure a température ambiante puis incubées argicbrps primaire dirigé spécifiguement
contre la protéine d'intérét. L’anticorps primairest dilué dans une solution de
PBS-Tween 20 0,1%-BSA 5% pendant 2 heures a temopérambiante ou 1 nuit a 4°C.
Apres 3 lavages dans une solution de PBS-Tweenl20 Sous agitation, les membranes ont
été incubées avec un anticorps secondaire coulgsléparoxydase. L'anticorps secondaire a
été dilué dans une solution de PBS-Tween 20 0,1864& pendant 1 heure. Les complexes
protéines-anticorps spécifiques ont été révéléipaniluminescence grace au kilmobilon
Western Chemiluminescent HRP SubstrégMD Millipore™). La densité des bandes

observées a été quantifiée grace au logiciel Inhage

5. Analyse transcriptionnelle par gPCR

Des cellules Véro et 293FT ont été ensemencées uanplague 6 puits et traitées
avec de I'lFN-alpha, lambda ou gamma (a 1000 Ul/mAu bout de 24 heures, les ARN
totaux ont été extraits des cellules et rétro-tatssen ADNc (comme décrit précédemment).

384 réactions de PCR en temps réel ont été réalisémultanément dans une carte
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microfluidique de 384 puits pdagMarf Low Density ArrafTLDA). Chaque puits contient
2uL d’amorces et sondes spécifiques d’un seul géandek cartes TLDA ont été configurées
pour analyser 96 genes sous 2 conditions difféser@es génes (choisis sur la base de la
littérature) sont présents en duplicat. Une certdi& ng de chaque échantillon d’ADNc ont
été mélangés avec un tampon approdrégMan Universal PCR Master MikApplied
Biosystems™) et ont été transférés sur la carte AlLDa carte a ensuite été scellée et
I'amplification PCR a été réalisées sur 'ABI PRISM00 HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems™). La méthode desACt a été utilisée pour l'analyse apres

normalisation de I'expression de I’ARN ribosomak18

6. Test de I'indoleamine 2,3-dioxygénase

a) Blocage de I'activité enzymatique de IDO

Le 1-méthyl-DL-tryptophane (1-DL-MT, Sigma-Aldrichy®st un mélange racémique

des énantiomeres dextrogyres et [évogyres de lyirtéyptophane.

b) Mesure de la viabilité cellulaire

Les cellules Véro ont été incubées pendant 72 beare présence de différentes
concentrations de 1-méthyl-DL-tryptophane ou d’l§&nma (1000 Ul/ml) dans les mémes
conditions que nos expériences. La viabilité ardesurée & I'aide du kit « CellTiter-§lo

luminescent / Cell viability assay », selon lesoramandations du fabricant (Prom&pa

7. Test de la pyridone

La pyridone 6 (EMD Millipore™) est un inhibiteur siprotéines Janus Kinase.

8. Analyses statistiques

Les données ont été exprimées en moyenne +/- ttgpar
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IV. RESULTATS

Je présenterai les résultats de mon travail elfingisint trois grandes parties. Tout
d’abord, I'effet antiviral des différents types [N sur le virus BK ; puis I'analyse des ISG
induits par ces IFN ; et pour terminer, I'étuderdi$G intéressant qui pourrait étre impliqué

dans l'effet antiviral des IFN sur le virus BK.

1. Effet antiviral des IFN sur le virus BK

Bien que les IFN soient connus pour leurs progsietgtivirales, un seul article a
montré un effet antiviral de I'lFN sur le virus HB8]. Abendet al, ont montré un effet
inhibiteur de I'IFN-gamma sur I'expression des geee la réplication du virus BK dans les
cellules épithéliales tubulaires proximales réndlesmaines (HRPTEC). Nos recherches ont
éte réalisées dans les cellules rénales Véro. €lkdes sont permissives au virus BK, et ne
produisent pas d’'IFN [92]. Elles constituent domcroodéle idéal pour caractériser I'effet des
IFN.

Ainsi nous avons infecté les cellules Véro avevites BK en présence d’'IFN-alpha,
lambda ou gamma. Pour chaque type d’IFN, difféertancentrations ont été testées : 10,
100 ou 1000 Ul/ml.

a) Effet antiviral des IFN sur I’expression des ARNm viraux précoces (Ag-T) et

tardifs (VP1)

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effetIB& sur I'expression des ARN
messagers (ARNm) viraux intracellulaires. Les ARNmaux précoces de I'Ag-T et tardifs de
VP1 ont été détectés et quantifiés 72 heures djpnésction. Apres extraction des ARN
totaux et synthése des cDNA correspondants, I'esgima des ARNm viraux a été analysée
par qPCR. Nous avons normalisé nos résultats ggroraa un géne constitutif, 'ARN
18S (Figure 13).

Pour des concentrations croissantes en IFN-alphiss observons une diminution de
I'expression des ARNm viraux Ag-T et VP1. A padi 100 Ul/ml d’IFN-alpha, I'expression
des ARNm est réduite d’environ 60% (RQ = 0,40+80pdur I'Ag-T et 0,39+/-0.08 pour
VP1) par rapport aux cellules non traitées pamN'lEette réduction est plus importante dans
les cellules stimulées avec I'lFN-gamma comparéescellules stimulées avec I'lFN-alpha.
A partir de 10 Ul/ml d’IFN-gamma, I'expression d&RNm est réduite d’environ 80%
(RQ =0,22+/-0,15 pour I’'Ag-T et 0,19+/-0.08 pouPY) contre 40% (RQ = 0,61+/-0.03 pour
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'Ag-T et 0,65+/-0,07 pour VP1) dans les cellulasnsilées avec I'lFN-alpha a la méme
concentration. Nous observons aussi une reducgsA&Nm viraux dans les cellules traitées
avec I'lFN-lambda par rapport aux cellules nontées. Cependant cette réduction est la

méme quelle que soit la concentration d’IFN-lambtilzsée.

H ARNm VP1 B ARNm Ag-T

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

RQ (normalisation ARN 18S)

10 100 1000 10 100 1000 10 100 1000

IFN alpha (Ul/ml) IFN lambda (Ul/ml) IFN gamma (Ul/ml)

Figure 13 : Expression relative des ARNm viraux pré  coces (Ag-T) et tardifs (VP1) en
présence des différents types d’'IFN dans les cellul  es Véro infectées.

Les cellules Véro ont été traitées pendant 6 heaves 10, 100 ou 1000 Ul/ml d’IFN-alpha,
lambda ou gamma puis infectées par le virus BK a MOl =0,5. Les concentrations
d’interféron ont été maintenues pendant toute leédwde I'infection. L’expression cellulaire
des ARNm de I'Ag-T, VP1 et 'TARN 18S a été détéenpar gPCR. L'expression de 'Ag-T et
VP1 mentionnée correspond a la variation du ratge WARN 18S ou VP1/ARN 18S entre les
cellules stimulées par I'IFN et les cellules nommsiées (0 Ul/ml) (RQ). Les résultats
représentent les moyennes +/- 1 écart-type dé§'2(RQ) mesurés au cours de trois
expériences indépendantes réalisées en duplicat.

Ainsi I'lFN-alpha et I'lFN-gamma inhibent de facalose-dépendante la transcription
virale de la région précoce et de la région tardivet effet antiviral est plus important avec

I'IFN-gamma.

b) Effet antiviral des IFN sur I’expression de la protéine virale VP1

Pour valider nos premiers résultats, nous avongié/&i I'expression des protéines
virales était diminuée en présence d’IFN. Ainsiusi@vons réalisé la méme expérience que
précédemment mais cette fois nous avons analyggréssion de la protéine virale VP1 par

Western-Blot 72 heures aprés I'infection.
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Nous obtenons des résultats similaires au nivediexigression de la protéine virale
VPL1. L'expression de la protéine virale VP1 esuitsden présence d’'une forte concentration
d’interféron-alpha (1000UIl/ml), par rapport a I'egpsion de VP1 dans les cellules non
traitées par I'interféron (Figure 14A). Cette rétime est plus importante avec I'lFN-gamma
ou elle est observée a partir d’'une concentraterl@ Ul/ml d'IFN-gamma (Figure 14B).
Nous n’observons pas de différence dans I'exprassela protéine virale VP1 en présence
d’'IFN-lambda quelque soit la concentration utiligéégure 14C). Si on compare les trois
types d’IFN, pour une concentration de 1000 Ul/tidxpression de VP1 est réduite en
présence d’IFN-alpha, inhibée en présence d'IFNfgamet inchangée en présence
d’'IFN-lambda (Figure 14D).

Afin de s’assurer que l'effet antiviral observé sgécifique et n’est pas da a un effet
antiprolifératif ou pro-apoptotique de I'IFN, nousvons réalisé un test de viabilité
cellulaire (Figure 14E). Nous n’avons pas obsergécytotoxicité liée a I'lFN-gamma aux

concentrations utilisées.
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Figure 14 : Expression de la protéine virale VP1 en  présence d'IFN.

Les cellules Véro ont été traitées pendant 6 heumgec différentes concentrations
d’'IFN-alpha, lambda ou gamma puis infectées parvieis BK & une MOI = 0,5. Les
concentrations d’interféron ont été maintenues pemdoute la durée de l'infection. Les
protéines cellulaires totales ont été récoltéeh@&res apres l'infection. Les protéines VP1 et
actine ont été détectées par western-blot graces ahticorps spécifiques (décrits dans la
section lll. MATERIELS ET METHODES). Des cellule&rovinfectées non traitées par
I'interféron (0 Ul/ml) ont été utilisées en conwdlL’actine a été utilisée comme témoin de
charge de la quantité de protéin@) Les cellules Véro ont été traitées avec 10, 100000
Ul/ml d’IFN-alpha. (B) Les cellules Véro ont été traitées avec 10, 1001600 Ul/ml
d’'IFN-lambda. (C) Les cellules Véro ont été traitées avec 10, 100 1600 Ul/ml
d’'IFN-gamma.(D) Les cellules Véro ont été traitées avec 1000 UdHN-alpha, lambda
ou gamma. La densité des bandes observées a atéfigagrace au logiciel Image I. Les
cellules Véro non traitées par I'IFN et infectées e virus BK ont été considérées comme le
100%. (E) L'absence de cytotoxicité de I'IFN-gamma a étéfsé par un test de viabilité

cellulaire.
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Nos résultats confirment I'effet antiviral de I'lF§amma sur le virus BK déja montré
par Abendet al [88]. De plus, nous montrons que l'effet antiviral d&Nl-gamma sur le

virus BK est plus important que les deux autregs$y@IFN testés.

2. Implication de la voie de signalisation cellulaire Jak-STAT

a) Détection de la protéine P-STAT1

Pour s’assurer que la voie de signalisation Jak-S&#t induite lors de la stimulation
des cellules Véro par les différents types d’'IFNus avons observeé I'expression de la forme
phosphorylée de la protéine STAT1 (P-STAT1, Y7Q8.voie de signalisation cellulaire
Jak-STAT est induite trés rapidement apres la stitimn. Ainsi, les protéines cellulaires
totales ont été récoltées juste apres la stimulgtios 1 heure, 3 heures, 6 heures et 24 heures

apres la stimulation.

Nous observons un pic de détection de la protéiB@ RT1 1 heure aprés stimulation
par I'lFN-alpha. Alors gu’avec I'lFN-gamma, noussaovons une phosphorylation prolongée
de la protéine STAT1 jusqu’'a 24 heures aprés Ilmuwétion (Figure 15A). Cette
phosphorylation prolongée de la protéine STAT1 pmurexpliquer I'effet antiviral plus

important observé avec I'lFN-gamma comparé auxeauypes d’'IFN testés.

Concernant I'lFN-lambda, la protéine P-STAT1 n'a @hé détectée aux temps testés.

Il serait judicieux de vérifier la présence du peer a I'lFN-lambda sur les cellules Véro.

Nous n’observons pas de difféerences concernanhésghorylation de la protéine
STAT1 entre les cellules non infectées et les lunfectées. Donc l'infection par le

virus BK n’induit pas en elle-méme une phosphorgtatie STAT1.
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Figure 15 : Expression de la protéine P-STAT1 (Y 70 1) en présence d’IFN.

(A) Les cellules Véro ont été infectées par le virisaBune MOI = 0,5. Le lendemain, les
cellules Véro ont été stimulées avec 1000 Ul/mFN-klpha, lambda ou gamma. Les
protéines cellulaires totales ont été récoltées &,(B, 6 et 24 heures apres la stimulation par
I'IFN. Les protéines P-STAT1 (Y 701) et actine @@tdétectées par western-blot grace a des
anticorps spécifiques (décrits dans la sectionMATERIELS ET METHODES). L’actine a
été utilisée comme témoin de charge de la quadét@rotéine(B) Mémes conditions sur
cellules non infectéefC) Mémes conditions sur cellules Véro infectées ahremment par le

virus BK.

La détection de P-STAT1 apres stimulation par I1&lgha ou gamma nous permet de
confirmer I'induction de la voie de signalisatioallalaire Jak-STAT. Et I'effet antiviral de
I'lFN-gamma plus important observé sur le virus Bt associé a une phosphorylation
prolongée de STAT1.

b) Détection de la protéine STAT-1

Pour s’assurer que la voie Jak-STAT induite esttionnelle c'est-a-dire si cette voie
aboutit a la production d’'ISG, nous avons détexfgrotéine STAT1 (ISG).
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Pour des concentrations croissantes d’'IFN alpinahda ou gamma, I'expression de la
protéine STAT1 augmente. La protéine STAT1 estibtedavec les trois types d’'IFN (Figure
16).

IFN lambda Ul/ml|
IFN alpha Ul/ml / IFN gamma Ul/ml

0 10 100 1000 0 10 100 1000 0 10 100 1000

Statl T O vy em— e S ———

Actine P CINNEDNES e ———

Figure 16 : Expression de la protéine STAT1 en prés  ence d'IFN

(A) Les cellules Véro ont été traitees pendant 6h adéd@rentes concentrations
d’'IFN-alpha, lambda ou gamma puis infectées parvieis BK a une MOI = 0,5. Les
concentrations d’interféron ont été maintenues p@andoute la durée de linfection. Les
protéines cellulaires totales ont été récoltées apies linfection. Les protéines VP1 et
actine ont été détectées par western-blot graces ahticorps spécifiques (décrits dans la
section lll. MATERIELS ET METHODES). Des cellulefrovinfectées non traitées par
I'interféron (0 Ul/ml) ont été utilisées en conwdlL’'actine a été utilisée comme témoin de

charge de la quantité de protéine.

Ces resultats suggerent que la voie Jak-STAT astitmnelle aprés la stimulation par

les différents types d’IFN.

¢) Inhibition de la voie Jak-STAT

Pour savoir si l'effet antiviral de I'lFN-gamma abygé sur la protéine VP1 est
dépendant de la voie de signalisation Jak-STATsrauons bloqué cette voie en utilisant un

inhibiteur des protéines Janus kinase : la pyridone

Nous observons que la pyridone restaure I'exprasd@la protéine virale VP1 dans

les cellules traitées avec de I'lFN-gamma (Figufe 1
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Figure 17 : Expression de la protéine VP1 en présen ce d’IFN-gamma +/- pyridone.
Les cellules Véro ont été traitées pendant 2h a@@ecM de pyridone puis 4h avec de
I'lIFN-gamma a 10 Ul/ml toujours en présence de ggrie, puis infectées par le virus BK a
une MOI = 0,2. Les concentrations d’interféron et plyridone ont été maintenues pendant
toute la durée de l'infection. La pyridone a 10uMei@ rajoutee a J1 et J2 post-infection
directement dans le milieu de culture. Les protioellulaires totales ont été récoltées 72h
apres l'infection. Les protéines VP1 et actine ét# détectées par western-blot grace a des
anticorps spécifiques (décrits dans la sectionMATERIELS ET METHODES). Des cellules
Véro infectées non traitées par I'interféron (O tdly ont été utilisées en contréle. L’'actine a
éte utilisée comme témoin de charge de la quadgtéprotéine. La densité des bandes

observées a été quantifiée grace au logiciel Inlage

Ainsi nous pouvons confirmer que I'effet antivirdé I'lFN-gamma observé sur le

virus BK est dépendant de la voie de signalisalahktSTAT.

45

——
| —



3. Etude transcriptionnelle des ISG induits

Dans le but de déterminer quelles protéines pantadtre impliquées dans I'effet
antiviral observé, nous avons réalisé une étudesdrgptionnelle. Nous avons ainsi détecté
64 ISG par qPCR (TLDA), 24 heures apres la stintat

Nous avons observé les différents transcripts 196 montraient un profil d’induction
similaire a [l'effet antiviral observe, c'est-a-dides transcripts fortement induits par
I'lFN-gamma, un peu par I'lFN-alpha et pas par NHambda (Figure 18). Les valeurs pour
chaque ISG sont indiquées en section VIIl. ANNEXES.
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Figure 18 : Expression relative des ARNm de différe  nts ISG en présence des différents types d’'IFN dans les cellules 293FT

Les cellules 293FT ont été traitées pendant 6h 4060 Ul/ml d’'IFN-alpha, lambda ou gamma. L’exptiesscellulaire des ARNm des ISG et ’ARN 18S
a été déterminée par gPCR. L’expression des ISGioneée correspond a la variation du ratio ISG/ARBE entre les cellules stimulées par I'IFN et les
cellules non stimulées (0 Ul/ml) (RQ). Les résaltaprésentent les moyennes +/- 1 écart-types d65(RQ) mesurés au cours d’'une expérience

réalisée en duplicat.
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Figure 19 : Expression relative des ARNm des 5 ISG  fortement induit par I'lFN-gamma,
un peu par I'lFN-alpha, et pas par I'lFN-lambda. (E  xtrait de la Figure 18)

Nous avons ainsi isolé 5 trancripts d’'ISG fortemiexuits par I'lFN-gamma, un peu
par 'IFN-alpha, et pas par I'lFN-lambda. Ainsi girprotéines pourraient expliquer I'effet
antiviral observé (Figure 19).

Les protéines GBP1 et, guanylate binding protein 1 / Zappartiennent a la famille

des GTPases. Elles sont principalement induite$Ip&l-gamma mais aussi par I'lFN-alpha.
Leur activité antivirale a été observée sur plusiadrus : VSV, EMCV, VHC [93, 94], et
leur activité¢ antimicrobienne sur différents patbogs intracellulaires Chlamydia
trachomatis Listeria monocytogenesToxoplasma gondi[95]. Ces protéines possedent
d’autres activités, notamment la capacité d'étreociges aux membranes. Il s’agit d’'une
propriété additionnelle que les GBP partagent d@e@utres membres de la superfamille de

la dynamine.

La protéine IDOou indoleamine 2,3 dioxygenase est une enzymeackeitulaire

responsable du catabolisme du tryptophane, un aamndmé essentiel, via la voie des
kynurénines. Cette enzyme est principalement iedpiar I'IFN-gamma mais aussi par
I'IFN-alpha. Son activité antivirale a été obsergée plusieurs virus [96-102]. Cette protéine

possede également une activité immunorégulatrice.

La protéine IRF-1ou Interferon Regulatory Factet, régule I'expression de

nombreux genes impliqués dans la réponse immumigaitivirale ou anti-tumorale [75, 103,

104]. En patrticulier, IRF-1 a la capacité d’activkrectement la transcription de nombreux

(@)



ISG. Notamment IRF-1 régule I'expression de IDGletGBP 1 et GBP 2 en se fixant aux

séquences ISRE présentes sur leurs promoteurs]@63106].

La protéine PSMB9ou proteasome subunit 9est une sous-unité du complexe

constituant 'immunoprotéasome.

4. Etude d’un candidat : IDO

Parmi les cing protéines que nous avons isolégaigiourraient étre impliquées dans
I'effet antiviral observé des IFN sur le virus BKa protéine IDO est particulierement
intéressante dans le contexte d’'une infection asv@K en transplantation rénale.En effet,
IDO posséde une double activité : antivirale et imorégulatrice. L'expression de IDO
inhibe la réplication de nombreux virus vitro : CMV, HSV, VHB, Virus de la vaccine,
Virus West Nile, Virus de I'encéphalite japonaisérus de la dengue [96-102]. L'activité
antimicrobienne d’'IDO est liée a la déplétion intHulaire et locale en Trp et/ou a
'accumulation de kynurénines. De plus, les kynurés diminuent la prolifération des
lymphocytes T (LyT) activésin vitro et modifient I'équilibre des sous-populations
lymphocytaires Treg et Th17 au profit des Treg (Fég20). Aussi, plusieurs études suggerent
que IDO joue un rbéle important dans I'immunotolé®n vis-a-vis de l'organe
transplanté [107-109].

tFN-gamma
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Figure 20 : Schématisation des activités antimicrob ienne et immunomodulatrice
de IDO. (d’'apres Greco et al.[110])

Afin d’évaluer si IDO pouvait étre impliqué dansffet antiviral observe, nous avons

réalisé deux expériences préliminaires.
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a) Expression de VP1 en présence de L-Trp

Sachant qu’'IDO peut exercer son activité antivikagela déplétion en Trp, nous avons
infecté les cellules Véro en présence d’'lIFN-gamniaildle concentration (10 Ul/ml) et de
L-Trp (100 pg/ml). Le L-Trp a été ajouté a J1 et pdst-infection pour atteindre une
concentration en exceés. Notre hypothese était ju®O est impliqué dans I'effet antiviral
observé via la déplétion en Trp, alors I'ajout dé&rp dans le milieu restaurerait I'expression

de VP1 en présence d’'IFN-gamma.

Nous constatons que la réduction de lI'expressionvBd par I'lFN-gamma est

identique en présence ou non de L-Trp (Figure 21).

Cellules infectées

IFN gamma - + + - 10 Ul/ml
L-Trp - - + + 100 pg/ml

IR —

Actine e e

Figure 21 : Expression de la protéine VP1 en présen  ce d’IFN-gamma +/- L-Trp

Les cellules Véro ont été traitées pendant 2h aM@@ug/ml de L-Trp puis 4h avec de
I'IFN-gamma a 10 Ul/ml toujours en présence de Ip;Tpuis infectées par le virus BK a une
MOI = 0,2. Les concentrations d’interféron et deltp ont été maintenues pendant toute la
durée de l'infection. Le L-Trp a 100pug/ml a étéorag a J1 et J2 post-infection directement
dans le milieu de culture. Les protéines cellulaitotales ont été récoltées 72h aprés
I'infection. Les protéines VP1 et actine ont étédedtes par western-blot grace a des
anticorps spécifiques (décrits dans la sectionMATERIELS ET METHODES). Des cellules
Véro infectées non traitées par I'interféron (O tdlj ont été utilisées en contréle. L’'actine a

été utilisée comme témoin de charge de la quashitgrotéine.

Ce résultat suggere que la déplétion en Trp indpéde IDO n'a pas d'activité

antivirale directe sur le virus BK.
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b) Inhibition pharmacologique de I'activité enzymatique d’'IDO

IDO peut aussi exercer une activité antiviralel\dacumulation de kynurénines liée a
son activité enzymatique. Nous avons ainsi blogaeétivité enzymatique de IDO avec le
1-DL-méthyl-tryptophane (1-DL-MT). Le 1-DL-MT estnuinhibiteur compétitif de IDO. II
entre en compétition avec le tryptophane au nikasite actif de I'enzyme.

Nous avons ainsi réalisé la méme expérience queégeénment en présence du
1-DL-MT (100uM) dans le milieu réactionnel a lagdadu L-Trp. Le 1-DL-MT a été rajouté

a la méme concentration a J1 et J2 post-infection.
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Figure 22 : Expression de la protéine VP1 en présen  ce d’IFN-gamma +/- 1-DL-MT

(A) Les cellules Véro ont été traitées pendant 2h 4@8uM de 1-DL-MT puis 4h avec de
I'IFN-gamma a 10 Ul/ml toujours en présence de 1H@TL, puis infectées par le virus BK a
une MOI = 0,2. Les concentrations d'interféron et DL-MT ont été maintenues pendant
toute la durée de linfection. Le 1-DL-MT a 100uMet rajouté a J1 et J2 post-infection
directement dans le milieu de culture. Les protioellulaires totales ont été récoltées 72h
apres l'infection. Les protéines VP1 et actine ét# détectées par western-blot grace a des
anticorps spécifiques (décrits dans la sectionMATERIELS ET METHODES). Des cellules
Véro infectées non traitées par I'interféron (O tdly ont été utilisées en contréle. L’'actine a
éte utilisée comme témoin de charge de la quadgtéprotéine. La densité des bandes
observées a été quantifiée grace au logiciel ImadB) L'absence de cytotoxicité du
1-DL-MT a la concentration de 100uM a été vérifx@e un test de viabilité cellulaire.
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La présence de 1-DL-MT dans le milieu réactionnektaure partiellement
I'expression de la protéine virale VP1.

Ce résultat suggere gu’lDO pourrait étre impliga@sl|’'effet antiviral des interférons

observé sur le virus BK via son activité enzymatiguar I'accumulation de kynurénines.
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V. DISCUSSION

Effet antiviral des IFN sur le virus BK

Au cours de ce travail, nous avons montré un effeiviral de I'lFN-gamma sur le
virus BK et a moindre degré de I'lFN-alpha. L’'IFNMugma et I'lFN-alpha inhibent de facon
dose-dépendante la transcription virale de la régr@coce et de la région tardive du génome
du virus BK. Des résultats similaires ont été obseau niveau de I'expression de la protéine
virale VP1. En présence d’'une forte concentratidiiNi (1000 Ul/ml), I'expression de VP1
est inhibée avec I'lFN-gamma et est réduite avigd\Falpha. Ainsi nous montrons un effet
antiviral plus important de I'lFN-gamma, compar& aleux autres types d’IFN, sur le virus
BK dans les cellules rénales Véro. Nos résultatdimnent ceux d’Abencet al. qui avaient
déja montré un effet antiviral de I'lFN-gamma ser Virus BK dans une autre lignée
cellulaire [88]. Abendet al, avaient aussi observé un effet antiviral de I'l&lgha mais
n'avaient pas exploré cet effet. lls avaient cehtrég étude uniqguement sur I'lFN-gamma.

L’effet antiviral de I'lFN-gamma a aussi été obsesur le polyomavirus murin [111].
Exploration de la voie Jak-STAT

Nous avons cherché a caractériser I'effet antividaservé en explorant la voie de
signalisation cellulaire Jak-STAT. Nous avons Vérifinduction de la voie Jak-STAT en
analysant I'expression et l'activation de STAT-1nsdlales cellules Véro stimulées par
I'IFN-gamma. Nous avons observé une phosphorylgtiatongée de STAT-1 en présence
d'IFN-gamma, non retrouvée en présence d’IFN-alphanhibition de la voie de
signalisation Jak-STAT par un inhibiteur des pmo¢si Jak, montre que l'effet antiviral de
I'IFN-gamma dépend de la voie Jak-STAT. Ainsi, lropphorylation prolongée de STAT-1
en présence d’'IFN-gamma pourrait expliquer I'effetiviral plus important de I'lFN-gamma
comparé aux autres types d’'IFN. Une phosphorylagipspiongée de STAT-1 en présence
d’'IFN-gamma a été mise en évidence dans d’autreteles d’infections viralem vitro tels
que linfection par le virus Sindbis [112] ou p& CMV murin [113].La phosphorylation
prolongée de STAT-1 retrouvée a la fois dans ldkiles infectées et les cellules non
infectées montre que le virus BK en lui-méme njest responsable de cet effet. Car en effet,
certains virus tel que l'adénovirus induit une pitawylation prolongée de STAT-1 en
présence d’'IFN-alpha en inhibant la déphosphonghate STAT-1 via la protéine tyrosine
phosphatase TC45 [114].
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Nous avons évalué la fonctionnalité de la voie ST en analysant I'expression de
la protéine STAT-1 qui est un ISG. Nous aurionsamssi vérifier la phosphorylation en
position 727 de la protéine STAT-1 pour s’assueel’activation transcriptionnelle compléte
et contrbler Il'activation des promoteurs. Mais 8irse transcriptomique réalisée en
deuxiéme partie confirme I'activation transcriptigtie avec l'induction d’'ISG suite a la
stimulation par I'lFN comparée aux cellules nomstiées.

Nous n’avons pas observé d’effet antiviral de I'tllhbda sur le virus BK dans les
cellules Véro ni la phosphorylation de la protéBiEAT-1. Toutes les cellules ne possedent
pas un récepteur a I'lFN-lambda. Nous avons penstifier la présence du récepteur mais la
protéine STAT-1 est induite en présence de conaomis croissantes d’IFN-lambda
suggérant une voie Jak-STAT fonctionnelle. Uneeaptrssibilité serait de tester une autre
lignée cellulaire pour pouvoir conclure sur l'efféé I'IFN-lambda observé. Nous avons
d’ailleurs renouvelé nos expériences dans les lesll@93FT d’origine humaine mais nos
essais se sont révélés infructueux. Aprés une rggriode de mise au point dans la
détection de l'infection virale, il a été difficilde mettre en évidence un effet antiviral de
'IFN. En effet la protéine VP1 est détectable sewgnt a partir du sixieme jour post-
infection. Cette cinétique longue de l'infectiort égficile & maitriser lorsqu’on veut tester

I'effet d’'une drogue.

De plus, nous avons cherché a montrer un effdaséplication virale par g°PCR mais
les charges virales observées en PCR sont telteéi@rées (de I'ordre de 10copies/ml)
gu’il est difficile de mettre en évidence une diotion de la charge virale en présence d’un

inhibiteur.
Les IFN dans I'infection par le virus BK

L’'IFN-gamma semble jouer un rdle important dansdatréle de I'infection par le
virus BK. La réduction de la production de I'lFNshk et de I'lFN-gamma chez les personnes
immunodéprimées pourrait étre responsable en pdetia réactivation et du développement
ultérieur des maladies associées au virus BK. k&gye immunitaire est complexe du fait de
I'implication de nombreux acteurs et de leurs iatdons. La réponse innée seule n’est pas
suffisante pour empécher la réactivation du viklge collabore avec I'immunité adaptative
pour contrbler l'infection. Notre modéle d’étudellgkaire n’inclut pas les potentiels
mécanismes d’inhibition spécifique de l'infectioarg’'induction de I'expression de cytokines

inflammatoires et 'augmentation des molécules 8T et II.

Lorsque certains transplantés rénaux réactiventvites et développent une
néphropathie a virus BK, d’autres sous un mémeetregnt immunosuppresseur, ne réactivent
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pas le virus. De nombreux facteurs liés a I'hétégr@gane cible ou au virus peuvent expliquer
ces différences. Les différences génétiques emrehdtes constituent un facteur potentiel.
Récemment, une étude clinigue a montré une caoglantre le polymorphisme du gene de
I'IFN-gamma et la susceptibilité a I'infection plarvirus BK dans une population hispanique
(n=251) [115]. Il est possible que certains traasfs rénaux avec un certain polymorphisme
des génes de l'interféron produisent moins d'idgieni et soient plus vulnérables a la
réactivation du virus sous traitements immunosuggaers. Le dépistage de patients avec de
tels polymorphismes pourrait permettre d’établirniveau approprié d'immunosuppresseurs
nécessaires a la prévention du rejet de greffeagttenir la capacité du systeme immunitaire

a réprimer la réactivation du virus BK.

Chez les transplantés, I'utilisation de I'lFN-game@nme alternative a la réduction
des traitements immunosuppresseurs lors d’'uneivadonh a virus BK semble limitée. En
effet, 'IFN-gamma amplifie la réponse des lymphesy T alors que les traitements
immunosuppresseurs indiqués en transplantatiomiviz@cisément a réduire cette réponse
lymphocytaire pour éviter un rejet du greffon. Evanche, trouver le mécanisme d’action
antiviral de I'lFN-gamma sur le virus BK permettrdie découvrir des cibles thérapeutiques
potentielles. Ainsi, dans le but d’identifier paredf mécanisme I'lFN-gamma exerce son effet
antiviral sur le virus BK, nous avons recherchélgi®G pourraient étre impliqués dans cet

effet antiviral.
Analyse transcriptionnelle des ISG induits par leglifférents types d’IFN

L’étude transcriptionnelle des ISG induits pour tiess types d’IFN a conduit a une
détection simultanée de 64 ISG. Cette étude alalibdd été réalisée dans les cellules Véro,
mais certains ISG n’ont pas pu étre détectés pleilyamt en raison de I'origine simienne de
ces cellules. En effet, certaines amorces seragtifigues des génes humains. Nous avons
donc renouvelé I'expérience dans les cellules en293FT d’origine humaine. Le répertoire
des ISG testés n’est bien sdr pas exhaustif dediable des ISG décrits mais a quand méme
permis une détection d’'un grand nombre d’'ISG défifés. Parmi les 64 ISG détectés, nous
avons isolé ceux qui présentaient un profil d'irtchre similaire a I'effet antiviral observé
c'est-a-dire ceux fortement induits par I'lFN-gamma peu par I'lFN-alpha et pas du tout par
I'lFN-lambda. Ainsi, nous avons sélectionné 5 ISGBP1, GBP2, IDO, IRF-1 et PSMBO9.
Entre les 5 ISG sélectionné, IDO apparait étraateat le plus attractif dans notre contexte

compte-tenu de ses propriétés antivirales et immégubatrices.
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IDO dans les transplantations d’organes

Plusieurs études ont suggéré un réle d'IDO dartsléaance immune vis-a-vis d’'un
organe transplanté. Lors de l'allogreffe de foiexkha souris, le blocage de IDO par le 1-MT
induit le rejet du greffon [107]. De plus, il a é@éservé que la transplantation de cellules
pancréatiques exprimant IDO chez la souris augmienturvie du greffon en inhibant la
réponse des lymphocytes T [108]. Aussi, il a éténtmd que IDO contribuait a
'immunotolérance vis-a-vis du greffon dans un medemurin de transplantation
cardiaque [109]. Ces résultats suggerent qu’IDOrnadtutrouver sa place dans I'arsenal

thérapeutique chez le patient transplanté [116]. 117
IDO dans les infections virales

La réplication de nombreux virus appartenant afdedlles virales tres différentes est
inhibée par IDQn vitro (Dengue, VHB, West Nile). Dans ces cas, la supphéation en Trp
restaurait la réplication virale suggérant pour eegs que l'activité métabolique de IDO
serait directement impliquée dans son activitévaate. Mais les mécanismes moléculaires

impliqués dans cet effet antiviral de IDO ne saa pien connus.

D’autres études ont souligné un rdle de IDO damefaistance et/ou la progression de
certaines infections virales en raison de ses p@&sr immunomodulatrices [118]. En
participant a la tolérance immunitaire périphéridiexpression de IDO altere I'efficacité des
mécanismes de défense antimicrobienne et favoaispefsistance de certaines infections
virales. IDO est exprimé dans de nombreuses imfiestvirales avec une élévation du ratio
des concentrations sériques Kynurénine/Trp dadsngue, les hépatites B et C ou l'infection
par le VIH [102, 119, 120]. L'expression de IDO esiuvent corrélée a la séveérité de
I'infection virale et/ou a la mortalité accrue [J2Badeghiet al, ont étudié la relevance
clinique du Trp plasmatique et de ses catabolKgairénine et dérivés) chez les transplantés
rénaux avec une infection a CMV ou a virus BK [122Jez les transplantés rénaux BKV+, il
n'a pas été observé d’augmentation du ratio deserdrations sériques Kynurénine/Trp,
contrairement aux transplantés rénaux CMV+ pouguels l'augmentation de ce ratio est
associée a la sevérité de linfection. L'effet «rdoant » de IDO, antimicrobien ou
immunorégulateur, serait variable en fonction degdnt pathogéne considéré [123]. Le
niveau d’expression de IDO pourrait étre plus élgags le cas du VIH, du VHC et du VHB

que lors des autres infections virales, favorisamgi la persistance de ces virus.

IDO a donc un rdle ambivalent au cours des infastizirales en favorisant la

résolution ou au contraire la persistance de Iatiéa.
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Contribution de IDO dans l'effet antiviral observé des IFN : tests préliminaires

L’expression de IDO induit a la fois une déplétien Trp et une accumulation de
kynurénines. La plupart des études sur l'activitévirale de IDO ont montré I'impact de la
déplétion en Trp en ajoutant du Trp d'origine exuwgélans le milieu de culture pour
compenser l'activité de IDO. Nous avons testé @tfeerience sans obtenir le résultat espéreé.
Nous avons alors inhibé le site actif enzymatiqeelldO avec le 1-DL-MT. Nos résultats
montrent que le 1-DL-MT restaure partiellement peession de VP1 en présence
d’'IFN-gamma. Ce résultat suggére que l'activitéyematique de IDO pourrait avoir un effet
antiviral sur le virus BK. Et cet effet antiviraloprrait étre d0 a une accumulation de
kynurénines plutét qu'a une déplétion en Trp. Efetefles kynurénines possedent des
propriétés antimicrobiennes vitro [124] mais leur impact sur la réplication virale a et p
étudié a ce jour. Nous pourrions réaliser une étuglémentaire, en stimulant les cellules
Véro infectées avec un cocktail de différentes kgnines a des doses non toxiques, pour

évaluer I'impact des kynurénines sur la réplicationvirus BK.
IRF-1 active I'expression de IDO

Parmi les 5 protéines que nous avons isolées, IB§t-dussi une piste a explorer. Des
études antérieures ont suggéré que le facteuradsctiption STAT-1 coopére avec IRF-1
pour stimuler I'expression de IDO [125, 126]. PuisqSTAT-1 est impliquée dans
I'expression de IRF-1[127], l'activation prolongéle STAT-1 pourrait soutenir a la fois

I'expression de IRF-1 et celle de IDO.
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La réactivation du virus BK en transplantation téngeut conduire a des
complications graves telles que des néphropathiesua BK, pouvant conduire a une perte
du greffon. En I'absence de traitements spécifiques néphropathies relevent d’un véritable
challenge en transplantation rénale. En effet, umeunosuppression thérapeutique trop
importante est un facteur de risque de néphropathags si elle est insuffisante, le risque de
rejet du greffon est augmenté. Dans les deux @mllition est la dégradation progressive de
la fonction du greffon jusqu’a sa perte. Il est daécessaire de développer des stratégies
alternatives a la réduction des traitements immupesseurs chez les transplantés ayant

réactivé le virus BK.

Les IFN pourraient jouer un roéle important dansdatrble de la réactivation du virus
BK. Nous avons testé les trois types d’'IFN suriteas/BK dans les cellules Véro. Nous avons
confirmé I'effet antiviral de I'lFN-gamma sur lerus BK mais le mécanisme est inconnu. La
découverte du mécanisme d’action de I'lFN-gammargaitunous aider a développer une
stratégie thérapeutique. Ainsi, nous avons isol@rdiéines qui pourraient étre impliquées
dans I'effet antiviral de 'lFN-gamma. L'une d’egtelles, I'indoleamine 2,3-dioxygénase ou
IDO, présente un double intérét dans le contextemeal’réactivation a virus BK chez le
transplanté rénal. En effet IDO possede une agtivéntivirale et une activité
immunorégulatrice. Nos résultats préliminaires paaluer le potentiel effet antiviral de IDO
sur le virus BK nous encouragent a poursuivre eolerches sur la contribution de IDO dans

I'effet antiviral de I'lFN-gamma.

Actuellement, nous cherchons a démontrer un effavieal de IDO sur le virus BK
dans les cellules Véro. Dans ce but, nous envisegde surexprimer IDO dans les cellules
Véro afin d’observer un effet antiviral et de bleqson expression pailencinga 'aide de
siRNA(small interfering RNAdirigé contre IDO. Si le blocage de IDO restawtalement la
réplication du virus BK dans les cellules Vérot&as par I'IlFN-gamma, cela suggérera que

IDO contribue a 'effet antiviral de 'lFN-gammarske virus BK.

La modulation pharmacologique de IDO pourrait teusa place dans l'arsenal

thérapeutique chez les transplantés rénaux ayactivé le virus BK.
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VIIl. ANNEXES

Tableau n°1 Expression relative des ARNm de 64 ISG danséddisles stimulées par

I'lFN-alpha, lambda ou gamma par rapport aux ceiuion stimulées

ISG IFN-alpha (IFN-lambda| IFN-gamma
ACTB 1,37 1,01 0,85
ADAR 1,36 1,10 1,34
ALCAM 1,34 1,11 1,38
BAK1 1,11 0,93 1,00
cc2 1,68 0,93 7,17
CD47 1,59 1,69 1,71
DDX58 13,78 3,40 2,11
EIF2AK2 4,67 1,34 1,59
FAS 1,65 1,21 1,94
GAPDH 1,37 0,86 0,94
GBP1 25,78 1,45 411,70
GBP2 1,10 0,72 47,47
ICAM1 3,09 1,64 1,43
IFI27 83,94 6,10 5,15
IFI35 6,58 2,03 4,84
IFI44 952,30 578,89 42,37
IFIH1 16,01 3,90 4,88
IFIT1 110,35 17,02 1,87
IFIT2 24,39 4,76 6,69
IFIT3 47,27 5,65 6,50
IFIT5 12,41 2,03 1,64
IFITM1 45,56 3,36 2,90
IFNARL 1,58 0,97 1,12
IFNAR2 1,28 1,00 1,33
ILIORA 1,69 1,56 2,29
ILI5SRA 1,69 1,00 3,92
IL6 0,70 0,69 0,68
I8 1,58 1,00 1,48
IDO 1,65 1,00 900,42
IRF1 2,26 1,13 19,50
IRF3 1,10 0,77 0,71
IRF4 27,15 1,13 1,67
IRF5 1,59 0,98 1,23
IRF6 1,87 0,88 1,25
IRF8 1,73 2,09 7,68
1SG20 2,23 2,30 2,36
ISGF3G 8,36 0,40 0,22
MX1 7,77 2,92 0,93
NFKBIA 1,18 0,97 1,05
NMI 3,37 2,07 9,37
OAS1 7068,43 890,30 64,20
0OAS2 1864,12 165,82 42,05
0OAS3 16,14 3,71 3,00
PLSCR1 8,78 2,14 1,79
PML 2,95 1,79 1,67
PRKRA 1,25 0,91 0,89
PSMB10 1,27 1,02 1,71
PSMB8 4,25 0,77 4,38
PSMB9 4,93 1,03 40,75
PSMD8 1,27 0,92 0,92
PSME1 2,34 1,40 4,69
RELA 1,32 1,25 1,40
RELB 1,36 1,00 0,75
sP110 9,80 1,27 3,86
STATL 8,84 3,58 10,63
STAT2 3,97 1,57 2,69
STAT3 1,43 1,49 2,93
STAT4 2,39 1,66 1,28
STAT5B 1,40 1,04 1,06
TNFSF10 3,62 2,46 2,04
TRADD 1,54 0,86 0,92
TRIM21 3,29 1,78 2,99
TRIM25 3,66 1,78 1,78
UsP18 2,30 1,38 0,99
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Résumé :

Le polyomavirus humain BK est un pathogéne ubiquiste qui établit une
infection persistante asymptomatique dans les voies rénales de 80% de la population
humaine. Chez les patients immunodéprimés, la réactivation du virus BK est a
l'origine de néphropathies ou de cystites hémorragiques. L’augmentation des
pathologies associées au virus BK en méme temps que I'utilisation de traitements
immunosuppresseurs de plus en plus puissants souligne un lien étroit entre la
réponse immunitaire de I'héte et la réactivation virale. Cependant la réponse immune
a linfection par le virus BK, en particulier le rle des cytokines antivirales dans le
contréle de l'infection est peu documentée.

Ici, nous avons étudié I'effet antiviral des interférons (IFN) sur le virus BK dans
les cellules rénales. Nous avons testé les IFN-alpha, lambda et gamma sur la souche
Dunlop du virus BK dans les cellules Véro et 293FT. L'IFN-gamma inhibe de facon
dose-dépendante la transcription virale de la région précoce et de la région tardive
ainsi que l'expression de la protéine virale VP1. Un moindre effet antiviral a été
observé avec I'lFN-alpha et I'lFN-lambda. Ces résultats sont associés a une
phosphorylation prolongée de STAT-1 avec I'IFN-gamma, non retrouvée avec
'IFN-alpha et lambda. La différence d’efficacité entre ces trois types d’'IFN suggere
gue certaines protéines induites seulement par I'lFN-gamma ont un effet antiviral sur
le virus BK. L’analyse transcriptionnelle révéle cing protéines qui pourraient étre
impliquées dans cet effet antiviral et sont en cours d’étude.

En conclusion, I'lFEN le plus puissant sur le virus BK est I'lFN-gamma. Trouver
le mécanisme d’action de cet effet pourrait nous aider a développer une stratégie
thérapeutique.
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