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RESUME

Résumé : Le BK virus (BKPyV) est un virus a ADN de la famille des Polyomaviridae découvert
en 1971. C’est un virus ubiquitaire, strictement humain dont le réservoir s’établit apres la primo-
infection dans le rein et le tractus urinaire. La primo-infection et les réactivations sont
habituellement asymptomatiques mais constituent cependant une menace pour la santé des patients
immunodéprimés en contexte de greffe rénale ou de greffe de cellules souches hématopoiétiques.

La région non codante du BKPyV, remarquable par sa plasticité, peut se présenter sous forme
sauvage dite « archétype » ou réarrangée comportant des duplications et délétions en bloc. Par son
interaction avec des facteurs de transcription cellulaire, elle orchestre la réplication de I’ADN viral
ainsi que la transcription de génes viraux précoces et tardifs. L'origine et la signification des
réarrangements est incertaine. Des données expérimentales suggerent que les souches de BKPyV
arborant des réarrangements seraient associées a une pathogénicité plus importante, un tropisme
cellulaire élargi ou encore un pouvoir transformant accru. Ces caractéristiques peinent toutefois a
étre confirmées in vivo.

Afin d’illustrer ces problématiques, nous avons séquencé puis analysé la structure de la
région non codante du BKPyV répliquant a haut niveau dans les urines de 18 patients en situation de
greffe de cellules souches hématopoiétiques entre le 01/04/2019 et le 31/03/2020 au CHU de
Bordeaux. L'ensemble des régions non codantes du BKPyV séquencées était de conformation
archétype. Les réarrangements de la région non codante semblent donc étre un événement rare et
non associé a une réplication intense ainsi qu’a la survenue de cystite hémorragique liée au BKPyV.
Un polymorphisme de plusieurs nucléotides a par ailleurs été mis en évidence et pourrait affecter la
distribution des sites de liaison aux facteurs de transcription selon notre analyse prédictive.
L'influence de ces variations de séquence sur transcription des génes viraux reste néanmoins a étre
précisée.

Abstract: BK Virus (BKpyV) is a DNA virus discovered in 1971 which belongs to the
Polyomaviridae family. This virus is restricted to humans and widely spread within the population.
After primary infection the virus establishes latency in kidneys and the urinary tract. Primary infection
and reactivation are usually asymptomatic but may turn into a severe threat for
immunocompromised patients who have undergone renal transplantation or hematopoietic stem cell
transplantations.

BKPyV non coding control region is remarkable for its plasticity. It can be found in wild-type
conformation, called “archetype”, or rearranged conformation which harbors block duplications
and/or deletions. Through its interaction with cellular transcription factors, it orchestrates the
replication of viral DNA as well as the transcription of early and late viral genes. The source and
significance of such rearrangements remain unclear. Experimental data suggest that rearranged
BKPyV could be associated with increased pathogenicity, enlarged cellular tropism or oncogenic
properties. However, these features need to be confirmed in vivo.

In our study, we have sequenced then analyzed the non-coding control region of BKPyV found
to replicate at high level in the urine of 18 patients after hematopoietic stem cell transplantation
between 04/01/2019 and 03/31/2020 at University hospital of Bordeaux in France. All of the
sequenced BKPyV non-coding control regions harbored archetype conformation. Thus,
rearrangements of the non-coding control region seem to be rare in this context and not associated
with high level replication of the BKPyV and BKPyV hemorrhagic cystitis. Besides, our archetype
sequences revealed nucleotide polymorphism. A predictive analysis showed that those variations
could affect transcription factor binding sites distribution among the non-coding control region.
Whether such variations influence BKPyV gene transcription remains to be clarified in further studies.
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LISTE DES ABREVIATIONS ET ACRONYMES

AP-1 Activating Protein 1

AS Souche AS de BKPyV (NCCR archétype)

BET Bromure d’ethidium

BKPyV BK Polyomavirus

BKPyV-CH Cystite Hémorragique liée au BK Polyomavirus
BKTT amorce d’amplification de la NCCR du BKPyV
BKVN Néphropathie a BK Polyomavirus

CH Cystite Hémorragique

cMmv Cytomegalovirus

CSH Cellules Souches Hématopoiétiques

Dik Souche Dik de BKPyV (NCCR archétype)
Dun Souche Dunlop de BKPyV (NCCR réarrangée)
dNTP desoxy Nucléotide Trisphosphate

ddNTP didesoxy Nucléotide Trisphosphate

EBV Epstein Barr Virus

ECIL European Conference on Infection in Leukemia
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GRE Elément de réponse aux glucocorticoides
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NCCR Non-Coding Control Region
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NFkB
NGS
NLS
omS
PDB
PCR
PML-NB
PRE
PSH
PSU
Qs

RE
RTPEC
siRNA
SIL
SP-1
STAg
TF
TFBS
Tm
TruncTAg
VP
WT
ww
WWM

Nuclear Factor 1

Nuclear Factor kappa B

Séquencage Nouvelle Génération

Signal de localisation nucléaire

Organisation Mondiale de la Santé

Paires de bases

Polymerase Chain Reaction

Promyelocytic Leukemia Nuclear Bodies
Elément de réponse a la progestérone

Primary Sample Handling

PCR Set-Up

Quantification Standard

Réticulum Endoplasmique

Cellules Epithéliales Tubulaires Proximales Rénales
ARN interférant
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Specificity Protein 1
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Facteur de transcription
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Température de fusion
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Viral Protein
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MANUSCRIT

. Introduction

1. Généralités

a. Eléments de taxonomie des Polyomaviridae

Le BK Virus (BKPyV) est un virus ubiquitaire strictement humain appartenant a la
famille des Polyomaviridae. Le nom « Poly-oma-viridae » fait référence au fait que les
premiers virus étudiés induisaient de nombreuses tumeurs chez la souris.

Historiquement les Polyomavirus appartenaient a la famille des Papovaviridae a
laquelle se rattachaient également les papillomavirus. Cette famille est supprimée depuis
2001 au profit de celle des Polyomaviridae d’une part et des Papillomaviridae d’autre
part.

Les Polyomaviridae présentent les plusieurs caractéristiques communes. Ce sont
des virus non enveloppés, a capside icosaédrique de 40 a 45 nm. lls possedent un
génome a ADN double brin circulaire d’environ 5 kpb avec une réplication
bidirectionnelle a partir d’une origine unique de réplication. La traduction des protéines
s'effectue en deux phases, précoce et tardive, avec épissage alternatif. Enfin les
Polyomaviridae possedent une spécificité d'hote étroite.

On recense a ce jour plus de 95 espéces infectant une grande variété de
mammiferes dont I’'Homme et dernierement certaines especes de poissons (1). Ces virus
sont classés en 4 genres : Alpha, Beta, Gamma et Deltapolyomavirus en se basant sur la
séquence d’acide aminés d’une protéine majeure et conservée de ces virus, le « LargeT
antigen » (LTAg) (1).

b. Historique des Polyomaviridae

Le premier représentant des Polyomaviridae le « Murine pneumotropic Virus »
(MptV) a été découvert en 1952 par Lawrence Kilham (2) suivi par le « Mouse Polyoma
Virus » (MPyV) découvert I'année suivante par Ludwick Gross au cours de ses travaux sur
la leucémie de la souris (3,4). Le « Simian Virus 40 » (SV40), a quant a lui été découvert
en 1960 et fut a 'origine d’une controverse lors de sa mise en évidence dans les vaccins
inactivés contre la poliomyélite administrée entre 1955 et 1963. Cette contamination de

produits destinés a la santé humaine et utilisés a I’échelle mondiale a incité Ia
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communauté scientifique a conduire des études recherchant une association entre
I'infection par le virus et le développement de tumeurs chez ’'Homme, association qui

n’est pas a ce jour formellement démontrée (5).

L’étape qui restera marquante pour cette famille de virus et son implication en
santé humaine fut la caractérisation en 1971 par Sylvia D. Gardner du premier
polyomavirus humain, le BKPyV, dans les urines d’un patient greffé rénal (6). Cela fut
suivi la méme année par l'isolement port mortem du JC Virus (JCPyV) par Billie Padgett
dans le tissu cérébral d’un patient qui présentait une Leuco-Encéphalopathie Multiple

Progressive (LEMP) et traité pour un lymphome Hodgkinien (7).

Pendant plus de 30 ans le BKPyV et le JCPyV sont restés les seuls virus connus
infectant ’'Homme. Depuis peu, les avancées des techniques de détection telles que
I"'amplification des acides nucléiques et I’essor de techniques de séquencage haut débit
ont permis l'identification de nombreux autres représentants de cette famille avec une
accélération ces derniéres années (8). On reconnait a ce jour 13 polyomavirus humains
(1). Seuls quatre d’entre ont une implication prouvée en pathologie, dont le BK virus
(Tableau 1.). Un nouveau polyomavirus humain aurait été isolé en 2017 a partir de
prélevements de peau, gorge et cuir chevelu de patients mais d’autres études,

notamment sérologiques, sont nécessaires pour confirmer ces observations (9).
2. Le BK Virus

a. Découverte

Le BKPyV a été mis en évidence en 1971 par Sylvia D. Gardner et ses collegues au
cours d’un protocole de screening chez des patients apres greffe rénale. L'objectif était
de détecter les affections virales opportunistes survenant dans les suites du geste
chirurgical. Il a été observé, par microscopie électronique, dans les urines d’un patient 3
mois apres la greffe, un grand nombre de particules virales ressemblant
morphologiquement aux polyomavirus. Ces virus furent également observés dans les
cellules épithéliales du tissu urétéral et cultivés sur lignées cellulaires Vero et M.K a
partir de ces deux prélevements. L'apparition d’un effet cytopathique tardif, le caractére
agglutinant des hématies et des données sérologiques ont permis de déterminer que ce
virus était différent des autres polyomavirus connus, notamment le SV40 (6). Il a été
nommeé B.K virus, en hommage au patient soudanais aux initiales B.K chez qui le virus a

été découvert.
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Polyomavirus
Humains

Polyomavirus BK

Polyomavirus JC

Polyomavirus Kl

Polyomavirus WU

Polyomavirus de
Merkel

Polyomavirus
humain 6

Polyomavirus
humain 7

Polyomavirus de la
trichodysplasie
spinulosique

Polyomavirus
humain 9

Polyomavirus MW

Polyomavirus STL

Polyomavirus
humain 12

Polyomavirus New
Jersey

Polyomavirus Lyon
(Putatif)

Détection
du virus

Urines

Cerveau

Respiratoire

Respiratoire

Peau

Peau

Peau

Peau

Peau, Urines
Sang

Selles

Selles

Tissu
hépatique
et digestif

Peau, Muscle
Sang

Peau
ORL

Expression clinique

Néphropathie
Cystite hémorragique

Leucoencéphalopathie
multifocale progressive

Carcinome a cellules de
Merkel

Trichodysplasie
spinulosique

Année de
découverte

1971

1971

2007

2007

2008

2010

2010

2010

2011

2012

2012

2013

2013

2017

Séro-
prévalence
estimée*

80-90 %

50-70 %

40-55%

60-69 %

60—-70 %

69 %

35%

70 %

47 %

42 —75 % (1011

68 —93 % 1213

97 % 13)

57 % (13)

TABLEAU 1. Polyomavirus humains, découverte, sero-prévalence et implication en pathologie.
(?):inconnu a ce jour. (*) : Séro-prévalence maximale estimée en population générale. Adapté de (14).
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b. Structure et organisation génomique

Le BKPyV appartient au genre Betapolyomavirus de la famille de Polyomaviridae.
Il s’agit d’un virus non enveloppé d’une taille de 45 nm environ. Il posséde une capside
icosaédrique de symétrie T=7. Trois protéines constituent la capside. VP1 est majoritaire,
organisée en 72 pentameres faisant protrusion a la surface. VP2 et VP3 sont situées a la
partie interne de la capside et interviendraient dans la stabilisation des pentaméres de
VP1 (15).

La capside renferme le génome circulaire du virus qui se présente sous la forme
d’ADN double brin enroulé autour d’histones d’origine cellulaire (H2A, H2B, H3 et H4)

formant une vingtaine de nucléosomes (Figure 1.).

VPI
VP2
VP3
Histone

ADN génomique

FIGURE 1. Représentation schématique du BKPyV.

A gauche : organisation en pentameres de la capside virale. A droite : coupe transversale du BKPyV.
(VP1/VP2/VP3 — en vert) protéines de structure, VP1 fait protrusion, VP2 et VP3 sont situés a la partie
interne de la capside. (ADN génomique — en gris et Histone — en bleu) : ADN du BKPyV enroulé autour

d’histones cellulaires (H2A, H2B, H3 et H4) formant une vingtaine de nucléosomes.
Adapté de ViralZone, SIB Swiss Institute of Bioinformatics.

Le génome du BKPyV possede un pourcentage d'homologie avec le JCPyV et le
SV40 respectivement de 75% et 69% (16). D’'une longueur d’environ 5kpb, il comprend
trois régions distinctes. La région non codante (Non-Coding Control Region [NCCR]), la
région précoce et la région tardive (Figure 2.).

La NCCR, d’une longueur d’environ 400pb, est une région non codante promotrice
de I'expression des génes viraux qui contient également |'origine de réplication. Elle
sépare les deux autres régions codantes. La fixation de facteurs de transcription ou de
réplication sur des sites spécifiques va ainsi moduler a distance I'expression des genes
précoces et tardifs. Cette région est organisée en blocs O, P, Q, R, S et peut se présenter
sous deux formes: « archétype » (i.e. sauvage) de répartition ubiquitaire ou
« réarrangée ». Elle fera I'objet d’un chapitre dédié.

La région précoce code pour 3 protéines régulatrices et multifonctionnelles

nommées : antigéne T (large T antigen [LTAg]), antigéne t (small t antigen [STAg]) et
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antigeéne T tronqué (truncated T antigen [truncTAg]) découvert plus récemment (17). Ces

protéines sont traduites a partir d'ARNm obtenus par épissage alternatif d'un méme
transcrit primaire.

La région tardive code pour les protéines structurales de la capside VP1, VP2, VP3
ainsi que pour une protéine régulatrice I'Agnoprotéine (18,19). Cette petite protéine
basique multifonctionelle interviendrait dans plusieurs étapes du cycle biologique du
virus telles que la régulation de l'expression des génes, la réplication du génome viral
(20), I'assemblage et la libération des virions néoformés (18) ou encore la progression du
cycle cellulaire et la réparation de I'ADN (21). Egalement codés par la région tardive,
deux micro-ARN possédant une structure complémentaire des ARNm de la région
précoce, possederaient une fonction régulatrice en se liant a ces ARNm et en inhibant la

traduction des protéines précoces (22).

VP2
VP3
TAg
Early BKPyV genome Late
coding circular dsDNA coding
region (~5 kb) region

VP1

\:‘ truncTAg

3p-miRNA =+ 5p5.miRNA

FIGURE 2. Génome du BKPyV.

NCCR : région non codante du BKPyV. (Early coding region) : région précoce du BKPyV
codant pour tAg : antigéne t (STAg). Tag : antigene T (LTAg). TruncTAg : antigéne T tronqué.
Transcrits primaires obtenus par épissage alternatif. ( I ) introns. (' ) : exons.

(Late coding region) : région tardive du BKPyV codant pour (Agno) : Agnoprotéine.
(VP1/VP2/VP3) : protéines virales 1,2 et 3. (3p-miRNA et 5p-miRNA) : micro ARNs 3’ et 5’
complémentaires de I’ARN du LTAg. Adapté de (23)
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c. Epidémiologie — Histoire naturelle de l'infection

Le BKPyV est exclusivement humain. Les études épidémiologiques montrent que
le virus est ubiquitaire avec une apparition précoce d’anticorps spécifiques neutralisant
dirigés contre VP1. La séroprévalence se situe autour de 40 - 60% entre 1 et 5 ans de vie
et entre 80 - 90 % au-dela. Le taux d'anticorps anti-BKPyV diminue ensuite au-dela de 60
ans (24-26).

Apreés la primo-infection surviendrait une phase de virémie primaire (27). Le virus
persiste ensuite indéfiniment dans les cellules épithéliales de I'appareil urinaire et
cellules tubulaires rénales avec une excrétion intermittente dans les urines des individus
infectés (28,29). Les mécanismes de persistance du virus dans I'organisme demeurent a
ce jour incompris et semblent différer du modeéle de latence connu pour les
Herpesviridae. Il n’a notamment pas été mis en évidence d’ARN ou de protéines
spécifiques régulant I’expression des autres genes et permettant au virus d’échapper aux
réponses anti-virales.

Le mode de transmission n’est a ce jour pas clairement identifié et pourrait étre
multiple, plus probablement respiratoire et oral. Certaines études suggérent en effet une
transmission par aérosols en montrant la survenue séquentielle d’une infection des voies
aériennes supérieures et une séroconversion BKPyV dans I’enfance (30,31). D’autres
études évoquent une contamination orale ou fécale-orale via I'eau ou les aliments
souillés en se basant d’une part sur I'isolement du virus dans les eaux usées, sa stabilité
dans ces échantillons estimée a plus de 53 jours, sa résistance a un pH acide (32,33) et
d’autre part sur la mise en évidence de I’ADN du virus dans les selles de populations
pédiatrique et adulte (34-38). D’autres voies de transmission sont également évoquées
telles que la voie transplacentaire (39) mais aussi la transfusion de produits sanguins ou
la transplantation d’organes avec en particulier la transplantation rénale (40,41). Enfin,
on peut noter la mise en évidence du BKPyV dans d’autres tissus biologiques tels que la

prostate (42), les amygdales (30), le tissus cérébral (43) ou encore les lymphocytes (40).

Le BKPyV est le seul polyomavirus pour lequel on distingue plusieurs génotypes (I,
[I, Il et IV) qui induisent une réponse humorale spécifique chez son hoéte (44). Ces
génotypes comprennent au total 10 sous types viraux. Le génotype | est majoritaire dans
la plupart des régions du globe suivi du génotype IV (Tableau 2.). Historiguement, ces
génotypes et sous types ont été définis par I'étude de la variation de séquence de la
boucle BC (nucléotides 1630 a 1956) de VP1 (45). D'autres analyses simplifiées du
polymorphisme de VP1 ont été proposées pour catégoriser le BKPyV (46). Enfin une
analyse génome entier du BKPyV comprenant notamment I'étude de la séquence du

LTAg permettrait une meilleure discrimination entre génotypes et sous types viraux (47).
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Il a été montré qu'un individu sain ou malade pouvait héberger plusieurs génotypes ou
sous-types différents (48,49). Toutefois la corrélation entre certains génotypes viraux qui
répliqueraient mieux en culture (50) et le développement de pathologies liées au BKV ne
semble pas établie (51,52). Enfin, le génotypage du BKPyV constitue, de maniere

similaire au JCPyV, un marqueur épidémiologique permettant d'étudier la coévolution du

virus avec les populations humaines et d'expliquer les clusters géographiques observés
(53).

Génotype Sous-type .
) P . yP Prévalence*
viral viral TABLEAU 2. Différents génotypes et sous
types de BKPyV.
46-82 % *Prévalence de chaque génotype,
Ic observée dans différentes régions du
monde, d’aprés (52).
- 0-6%
- 0-9%
IVal
IVa2
Vbl o
Vb2 5-54%
IVcl
IVc2

d. Cycle biologique du BKPyV

La connaissance des différentes étapes du cycle biologique des virus est cruciale
car elle permet de comprendre les mécanismes par lesquels les virus peuvent étre
pathogénes pour un hbte et de concevoir des stratégies originales pour les en empécher.
Cela nécessite au préalable la mise au point d’'un modele d’étude cellulaire ou animal qui
reproduira le plus fidélement possible I'histoire naturelle de I'infection.

Le BKPyV a pour la premiere fois été isolé sur cellules Vero, il y a prés de 50 ans
(6). Par la suite d’autres lignées d’origine rénale ont été utilisées pour sa propagation en
culture (HEK293, CV-1..) (54,55). Ce virus peut aussi étre cultivé sur des cellules
d’origine fibroblastique (MRC-5, WI-38...) mais qui ne sont pas les cibles naturelles du
virus in vivo (54,56). Les cellules épithéliales tubulaires proximales rénales (RPTEC),
semblent étre les plus proches de la cible naturelle du virus. Ces cellules primaires
humaines sont en revanche de manipulation difficile (57). Enfin, I'absence de modéle
animal permissif a la réplication du BKPyV constitue un frein dans I’étude de la réponse

immunitaire et de la relation héte/pathogeéne.
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L’infection par le BKPyV est un processus dynamique dont certaines étapes clés
demeurent actuellement mal comprises. Les travaux qui ont été menés jusqu’a présents
ainsi que les connaissances acquises avec des virus proches tels que le JCPyV et SV40
permettent néanmoins d’en connaitre les contours (Figure 3.).

L'entrée du BKPyV s’initie par un contact de VP1 avec des gangliosides de série b
(GD3, GD2, GD1b, GT1b) (58,59) contenant un acide sialique ramifié en a(2,3) ou a(2,8)
(60). Cette spécificité de récepteur détermine le tropisme du virus. S’ensuit un processus
d’internalisation qui serait indépendant de la clathrine et en partie dépendant de la
cavéoline (Cav-1) (61,62). Cependant en bloquant spécifiquement ces mécanismes
d’endocytose avec des siRNAs, une autre étude a montré que le virus pouvait tout de
méme pénétrer dans des cellules RPTEC suggérant une voie alternative (63).

Aprés endocytose le BKPyV est libéré dans le cytoplasme aprés acidification de
I'endosome (64) pour ensuite transiter via les microtubules jusqu’au réticulum
endoplasmique (RE), gu’il atteindrait environ 10h apres I'entrée (65).

Le passage du BKPyV dans le RE est une étape importante permettant au virus
d’accéder secondairement au noyau pour se répliquer. Le BKPyV vy utilise en effet des
isomérases et réductases pour modifier la conformation de sa capside. La réduction des
ponts dislfures de VP1 permettrait notamment la dénudation partielle de la capside et
I’exposition de signaux de localisation nucléaire (NLS) (64,66). Le virus détourne ensuite
des effecteurs de la voie de dégradation des protéines associée au RE et du protéasome
afin de rejoindre a nouveau le cytosol (55). Les NLS portés par VP2 et VP3 permettent
I’entrée dans le noyau en utilisant, entre autres, la voie de I'importine o/B1 (66).

Les étapes de réplication du BKPyV sont principalement extrapolées de ce qui est
déja connu pour le virus SV40. Elles comportent une phase précoce et une phase tardive.
La transcription des genes de la région précoce surviendrait des I’entrée du virus dans le
noyau grace a I’ARN polymérase Il. Les transcrits seraient exportés dans le cytosol pour
étre traduits en LTAg, STAg et TruncTAg. Un NLS porté par LTAg et le TruncTAg
permettrait leur translocation dans le noyau. Le LTAg (et le truncTAg) y assurerait deux
fonctions capitales : la promotion du cycle cellulaire en séquestrant pRb et p53 ainsi
gu’une fonction de réplication par son activité hélicase aprés polymérisation. Le STAg,
localisé a la fois dans le cytosol et le noyau, aurait un réle complémentaire a celui du
LTAg sur le cycle cellulaire en complexant la phosphatase alcaline 2A (23). Les facteurs et
protéines nécessaires a la réplication du virus sont apportés par la cellule hote. Le
complexe de réplication est en effet constitué de protéines cellulaires, ’ADN polymérase
6 et la Pol a-primase assistées par la protéine de réplication A ou le facteur de
réplication C (67,68). La réplication de I'ADN du BKPyV induit un déreglement de
I’expression de nombreux génes cellulaires (69). Notamment, les dommages cellulaires

irréversibles sont prévenus par |'activation les voies de réparation de ’'ADN, médiées par
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ATM et ATR (70). Une importante réorganisation des « Promyelocytic Leukemia Nuclear
Bodies » (PML-NBs) a également été observée au sein du noyau, suggérant un
contournement par le virus de leurs propriétés antivirales intrinséques (71).

La phase tardive de la réplication du BKPyV correspond a la transcription des
genes codant pour les protéines de capside VP1, VP2 et VP3 ainsi que I’Agnoprotéine.
Elle surviendrait avec I'augmentation du nombre de copies d’ADN donc du nombre de
LTAg dans le noyau qui modifierait I’équilibre entre transcription de génes précoces et
tardifs en faveur de ces derniers (23).

Aprés leur synthese dans le cytosol, les protéines de capsides forment des
dimeres (VP1-VP2 et VP1-VP3) et sont importées dans le noyau grace a un NLS porté par
VP1 (66). L’assemblage de VP1, VP2 et VP3 autour de génomes néosynthétisés de BKPyV
serait initié d’'une part en raison de la concentration plus élevée en calcium dans le
noyau, et d’autre part grace a des protéines chaperonnes qui empécheraient leur
association prématurée dans le cytoplasme (72). Les premiers virions ont ainsi pu étre
détecté dans le noyau de cellules RPTEC environ deux jours apres leur infection par le
BKPyV (57). Une étude réalisée a partir de biopsies rénales de patients atteints de BKVN
retrouve une moyenne de 6000 virions de BKPyV par cellule infectée (27). L’accumulation
de virions entraine la formation d’inclusions nucléaires observables en microscopie
électronique (73). Ces inclusions nucléaires caractérisent notamment les « decoy cells »
qui sont des cellules urothéliales retrouvées dans le culot urinaire de patients infectés
par le BKPyV.

Les étapes finales du cycle biologique du BKPyV qui succédent a la formation de
nouveaux virions ont été peu étudiées jusqu’a présent. C’est notamment le cas du mode
de sortie des virions néoformés. Une étude a montré que le BKPyV, a linstar de
nombreux virus non enveloppés, possédait un cycle lytique (57). Cependant, |'histoire
naturelle de I'infection, asymptomatique, avec persistance du BKPyV dans I'organisme, la
pression immunitaire qui s’y exerce ainsi que |'effet cytopathique de BKPyV souvent
discret (74) questionnent sur la coexistence, in vivo, de mécanismes qui permettraient au
virus de se maintenir a long terme. Une étude a notamment rapporté qu’environ 1% des
virions rejoindrait le compartiment extracellulaire en étant sécrété (75), avec un réle
potentiel de I’Agnoprotéine restant a élucider (18). Il semblerait également que les
miRNA encodés par la région tardive jouent un rbéle dans la persistance virale. lls
réguleraient la quantité de LTAg dans les cellules infectées participant ainsi a
I’échappement des polyomavirus a la réponse cellulaire T cytotoxique (76). De plus, le
miRNA 3’ inhiberait I'action de la protéine ULBP3, impliquée dans I’élimination par les

lymphocytes NK des cellules infectées (77).
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Enfin, comme mentionné précédemment, aucun mécanisme de latence

comparable a celui des Herpesviridae n’a a ce jour été mis en évidence chez le BKPyV.
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GD1/GT1
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FIGURE 3. Représentation schématique du cycle biologique du BKPyV.

Description des étapes clés, de haut en bas : Attachement du BKPyV aux gangliosides sialylés
cellulaires (GD1 et GT1). Endocytose en partie dépendante de la cavéoline. Transit vers le Réticulum
Endoplasmique (RE) en utilisant le réseau de microtubules (mécanisme inconnu). Fusion des vésicules
avec la membrane du RE. Dénudation de la capside dans le RE grace a des isomérases et réductases. Sortie
du RE et import dans le noyau grace a I’exposition de signaux de localisation nucléaire. Transcription des
génes précoces. Traduction des genes précoces dans le cytosol puis réplication du génome viral.
Transcription puis traduction des genes tardifs dans le cytosol. Import des protéines tardives dans le
noyau et assemblage de nouveaux virions. Adapté de (78).
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e. Maladies associées

Le BKPyV occupe une place croissante en pathologie humaine en raison de
['augmentation du nombre d'individus en situation d'immunodépression. En dehors de ce
contexte spécifique, le virus n'est pas reconnu comme associé a la survenue de
pathologies. Il a cependant été évoqué que le BKPyV pourrait jouer un réle dans
survenue de cancers notamment prostatiques ou des voies urinaires en raison de la
détection du LTAg séquestrant une protéine suppresseur de tumeur dans les cellules
tumorales (79,80).

Les deux pathologies majeures causées par le virus sont la néphropathie associée
au BKV (BKVN) chez les patients transplantés rénaux et la cystite hémorragique (CH) chez
les patients apres greffe de cellules souches hématopoiétiques. Il s'agit d'infections
virales opportunistes potentiellement sévéres et sources de morbidité importante pour
les patients. D’autres atteintes ont été décrites dans la littérature mais ces observations
demeurent marginales. Il s’agit de pneumopathies, rétinites, vascularites, hépatites ou
encore méningo-encéphalites liées au BKPyV survenues chez des patients

immunodéprimés et ayant fait I'objet de « case-reports » (81-84).

La néphropathie a BKPyV

A partir de 1995 la BKVN a émergé en paralléle de I'amélioration des protocoles
d'immunosuppression comme complication redoutée de la greffe rénale (85,86).
L'introduction du tacrolimus a hautes doses dans les régimes immunosuppresseurs
semble avoir joué un role important puisque les cas de BKVN observés dans les années
qui ont suivies ont tous été exposés a cette molécule (86). Le tacrolimus est actuellement
reconnu comme facteur de risque de BKVN par rapport a d'autres immunosuppresseurs
en situation de greffe rénale (87). Il faut néanmoins reconnaitre I'apport non négligeable

de ce médicament sur la diminution d'incidence du rejet de greffons.

La BKVN constitue le stade avancé et la conséquence d’une infection a BKPyV non
controlée. L'incidence de cette affection apres greffe rénale est comprise entre 1 et 10%
en fonction des séries (88—90). Elle se caractérise par une réplication intense du BKPyV
dans les cellules épithéliales tubulaires rénales du transplant entrainant une lyse
cellulaire et une altération de la monocouche épithéliale. La production de médiateurs et
I'afflux de cellules inflammatoires vers le site de réplication actif vont entrainer une
atrophie tubulaire, une fibrose interstitielle et conduire a terme a une dysfonction voire

une perte du greffon (91).
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La BKVN n’est en revanche que rarement décrite dans le cadre de transplantation
d’autres organes solides et a fait I'objet d’'une revue de la littérature en 2018 (92). Au
total, 21 cas ont été rapportés dont 19 survenus apres transplantation cardiaque ou
pulmonaire (92). Ces situations requiérent pourtant une immunosuppression plus
intense et prolongée qu’en greffe rénale. Le degré d’'immunosuppression et le type de
protocole instauré ne semblent donc pas étre les seuls facteurs associés a la survenue de
la BKVN en transplantation d’organe solide. D’autres éléments ont été avancés pour
expliquer le caractére particulier a la transplantation rénale :

En premier lieu, des facteurs liés au geste chirurgical interviendraient dans
I'initiation de lI'infection. La BKVN serait favorisée par les microtraumatismes tissulaires
induits lors de I'implantation des reins ainsi que le maintien prolongé d’un stent urétéral
(93-95). Ces lésions associées a des facteurs inflammatoires permettraient une
réplication locale du BKV puis sa dissémination dans I'appareil urinaire.

En second lieu, des facteurs immunologiques seraient impliqués dans I’évolution
vers la BKVN. Plusieurs études montrent en effet que la BKVN survient a partir du
réservoir viral issu du greffon et non a partir de la souche initialement présente chez le
patient (51,96-99). Ainsi, les anticorps neutralisants du patient pourraient étre moins
efficaces pour prévenir la réplication si la souche est de génotype différent (99).

Enfin, des facteurs propres a la souche virale infectante favoriseraient la
survenue de la BKVN. Cela a été évoqué sur la base d’études épidémiologiques qui
retrouvent une association entre génotype | et survenue de BKVN (100,101). Cette
association n’a cependant pas été confirmée lors d’'une étude rétrospective publiée en
2019 comparant les caractéristiques virologiques de 386 couples de donneurs/receveurs
en greffe rénale (51). Les auteurs concluent que les observations réalisées jusque-la
témoigneraient davantage de la répartition géographique des souches, avec une
surreprésentation du génotype I, que d’une association spécifique d’un génotype avec le
développement de BKVN. D’autre part, la NCCR du BKPyV a fait I'objet d’études pour
tenter de trouver un lien entre les réarrangements qui peuvent apparaitre dans cette
région génomique et la survenue de BKVN. Plusieurs types de réarrangements ont été
décrits in vitro et moins fréquemment in vivo. Certains types de réarrangements seraient
associés, selon plusieurs auteurs, a une capacité réplicative accrue du BKPyV. Cet aspect

sera développé dans une partie dédiée.

Par ailleurs une description plus systématique des facteurs de risques de virémie
a BKPyV en transplantation rénale a été entreprise au travers de nombreux articles ces
vingt derniéres années. Les études menées sont pour la plupart rétrospectives,
monocentriques, méthodologiquement hétérogénes et parfois discordantes. Une récente

méta-analyse souligne la variabilité méthodologique de ces travaux et tente néanmoins
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d’en faire la synthése. Parmi les 144 facteurs de risques potentiels analysés, 33 ont été
décrits comme significatifs dans la littérature. Au final, 8 facteurs de risques de virémie a
BKPyV ont été retenus et discutés par Demey et al. car ayant fait I'objet d’au moins deux

analyses multivariées (Tableau 3.) (102).

Facteurs de risques de virémie a BKPyV

Caractéristiques Parameétres post-

. Traitement
Donneur/receveur transplantation

Donneur décédé Utilisation d’un stent urétéral Tacrolimus

Retard a la reprise de fonction du

Receveur agé
: greffon

Receveur de sexe masculin Episodes de rejet aigu du greffon

Antécédents de transplantation

TABLEAU 3. Facteurs de risque de virémie a BKPyV.
D’apres (76).

Concernant les facteurs associés a une BKVN prouvée histologiquement,
seulement six études ayant effectué une analyse multivariée ont été menées. Elles
retrouvent plusieurs facteurs de risques présentés ci-dessous (Tableau 4.). En commun
avec les facteurs de risque de virémie a BKPyV on retrouve : le traitement par tacrolimus,
I’age du receveur, les épisodes de rejet aigus du greffon.

La faible incidence de la BKVN n’a néanmoins pas permis aux différentes études
d’analyser des effectifs importants et diminue de facto leur puissance statistique. Ces
différents facteurs de risques nécessiteraient donc d’étre investigués et confirmés a

I’occasion d’études de plus grande ampleur.
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Summary of predictive factors for biopsy-proven BKPyVN identified in multivariate analyses. OR: odds ratio; HR: hazard ratio.

Category Risk factor identified BKPYVN cases / Total Relative effect (95%CI) p value
population
Immunosuppressive regimens ~ Mofetil mycofenclate 39,880 HR 3.5(1.6-7.5) 0.0013
Tacrolimus (TAC) 39/880 HR 3.3 (1.57.6) 0.0038
9/227 HR 1.64 (0.44-6.11) NR
TAC level one month before the biopsy 33/99 OR 1.28 (1.01-1.62) 0.04
TAC level three months before the biopsy 33/99 OR 1.4(1.1-1.8) 0.009
Mean TAC level over the 3 months before biopsy 33/99 OR 1.3(1.02-1.7) 0.03
Prednisone dose three months before the biopsy 33/99 OR 1.2(1.04-1.36) 0.009
Mean prednisone dose over the 3 months before biopsy 33/99 OR 1.22(1.04-1.4) 0.02
Intravenous methylprednisolone 1000 mg once daily for 12/407 HR 23.52 (4.57-120.99) < 0.001
3 days
Polyclonal antibody induction 25/542 OR 11.04 (2.94-41.52) 0.0004
39/880 HR 6.6(2.3-18.9) 0.0005
Donor/recipient characteristics ABO incompatibility 11/62 OR 2.32 (NR) 0.04
African-American recipient 31/666 HR 2.89 (1.36-6.14) 0.006
Recipient age 31/666 HR 1.04 (1-1.07) 0.048
12/407 HR 0.98 (0.92-1.03) 0.424
Surgery Cold ischemia time 9/227 HR 1.18 (1.04-1.35) 0.009
Viral serology Donor BKPyV seroactivity 12/407 HR 2.89 (1.33-6.29) 0.007
Post-transplantation outcomes  Acute rejection (=1 episode) 31/666 HR 3.18 (142.7.12) 0.005
9/227 HR 4.05 (0.99-16.33) 0.051
Acute rejection (rejection score) 39/880 HR 5.1 (1.8-14.6) 0.0021
CMV infection 31/666 HR 2.72(1.19-6.24) 0.018
Time course of BKPyV viremia First positive BEPyV viremia > 185,000 copies/mL  8/163 OR 113.25 (17.22-744.6) < 0.001
BKPyV peak viral load of 223,000 copies/mL at any time  8/163 OR 70.5 (8.08-615) 0.0001

TABLEAU 4. Facteurs de risques associés a la survenue de BKVN.
Adapté de (76).

La survenue de BKVN et les options thérapeutiques limitées en font une situation
délicate que le clinicien doit anticiper. L’enjeu est d’intervenir avant que des lésions
irréversibles ne compromettent la fonction du greffon (démarche préemptive).

Pour cela, au décours de la greffe, les récentes recommandations de I’American
society of Transplantation préconisent un screening mensuel pendant 9 mois puis
trimestriel jusqu’a 2 ans post-transplantation pour détecter précocement une réplication
virale dans le compartiment urinaire et sanguin des patients (87). Les données
biologiques ci-dessous (Tableau 5.) sont reconnues comme facteurs prédictifs de
développer une BKVN et permettent de stratifier le risque en BKVN
« possible », « probable » ou « trés probable ». Il a notamment été montré que Ia
détection et la persistance sur 3 semaines d‘une virémie au-dela de 10 000 copies/ml
était associée a un taux accru de BKVN prouvées histologiquement (89,103-106)

Le diagnostic de certitude de BKVN nécessite quant a lui une preuve histo-
pathologique que l'atteinte rénale est liée au BKPyV. Deux techniques peuvent étre
utilisées a partir de biopsies du greffon : la détection du LTAg en immunohistochimie ou
la détection de séquences spécifiques par hybridation in-situ (91). L’atteinte tissulaire
par Le BKPyV souvent focale rend cependant la procédure diagnostique peu sensible,

avec un taux de faux négatifs pouvant atteindre 30% (73,100).
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En pratique, 3 situations vont constituer une indication de prise en charge

thérapeutique :

- Une virémie soutenue supérieure a 103 copies/ml sur au moins 2 prélévements
- Une charge virale sanguine > 10* copies/ml

- Une BKVN prouvée sur biopsies rénales

Diagnostic de BKVN

Marqueurs biologiques /

mmentair \ Trés ,
€0 ezl Possible  Probable Prouvé
probable

Echantillon

Signes de virurie a BKPyV :

- Charge virale > 10° copies/ml
- Particules virales en ME (« Haufen »)

- Decoy cells
Virémie a BKPyV : - + + +
. 3.
- Charge virale soutenue > 10" copies/ml
sur 2 prélevements consécutifs (< 3 +
semaines)

4
- Charge virale > 10 copies/ml et
augmentation sur 2 prélevements +
consécutifs (< 3 semaines)

Signes de BKVN* : - - - +

Biopsies

) - Effet cytopathogene spécifique
rénales - Inflammation tubulaire rénale
- Fibrose/ atrophie tubulaire sévere

Traitement Selon balance bénéfice/risque individuelle - +/- + +

TABLEAU 5. Néphropathie a BKPyV. Marqueurs diagnostiques et recommandation de traitement.
ME : Microscopie Electronique. *selon critéres 2017 du groupe de travail Banff. Adapté de (61).

La cystite hémorragique liee au BKPyV (BKPyV-CH)

La CH est une pathologie survenant au décours d’une greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). Elle n’est pas spécifique du BKPyV. D’autres pathologies
peuvent étre associées a des saignements vésicaux. On retrouve notamment le
cytomégalovirus (CMV), I'adénovirus, mais aussi des infections bactériennes, parasitaires
ou encore des troubles de I’hémostase avec ou sans thrombopénie. La CH peut étre
d’intensité variable, évaluée cliniquement par I’hématurie. Plusieurs grades sont décrits,

de sévérité croissante (107) (Tableau 6.).
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Grades Diagnostic

Hématurie microscopique

Hématurie macroscopique

Hématurie macroscopique + caillots

Hématurie macroscopique + caillots et insuffisance rénale obstructive

TABLEAU 6. Evaluation et grades de I'hématurie.

Le BKPyV est reconnu comme agent étiologique de CH depuis 1986 ou Arthur R.
Ray et ses colléegues observent une excrétion urinaire de BKPyV selon une séquence
compatible, chez plusieurs patients atteints de CH aprées greffe de CSH (108). Ces

observations seront confirmées une année plus tard par une seconde équipe (109).

La pathogénése de cette affection est mal comprise. Une séquence d’évenements
spécifiques semble en étre a l'origine puisque la CH n’est pas une complication
couramment décrite chez les patients transplantés rénaux. La chimiothérapie de
conditionnement plus ou moins associée a l'irradiation corporelle totale entraineraient
des lésions subcliniques de I'urothélium, aggravées ensuite par la réplication in situ a
haut niveau de la souche de BKPyV issue du receveur (110). L’altération de I’épithélium
vésical entrainerait un contact des urines avec la sous-muqueuse ainsi que le
recrutement de cellules pro-inflammatoires. La dénudation de ['épithélium et
I'inflammation intense d’une part plus ou moins associés a des troubles de la coagulation
ou une thrombopénie d’autre part, seraient responsables des saignements intra-vésicaux
(111,112).

La BKPyV-CH survient principalement en situation d’allogreffe de CSH. Elle est de
survenue dite « tardive » car elle débute en général en 2 a 8 semaines mais peut survenir
jusqu’a 6 mois apres la greffe de CSH (113-115). Cela la distingue de la CH liée au
conditionnement qui survient dans les 48h par toxicité vésicale directe des métabolites
du cyclophosphamide, du busulfan et/ou de l'irradiation. Une revue de la littérature de
I’European Conference on Infections in Leukemia (ECIL) retrouve une incidence de la
BKPyV-HC de 7 a 25% et jusqu’a 54 % en cas de greffe haplo-identique (Tableau 7.) (107).
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Type de greffe / LGSl Nombre de Nombre d’études

moyenne (%)

contexte
(range)

patients analysées

Allogénique 13 (7 -25)

Haplo-identique 24,5 (19 -54) 179 4

Autologue 0 118 1

Adultes 16 (7 - 54) 1413 8

Enfants 18 (8 -25) 724 6

TABLEAU 7. Incidence de la BKPyV-CH en fonction du type de greffe et de I'age des patients.
Adapté de (82).

Le diagnostic de BKPyV-CH repose sur une triade qui comprend des signes
cliniques de cystite (dysurie ou douleurs hypogastriques), une hématurie de grade Il ou

supérieur ainsi qu’une virurie a3 BKPyV supérieure ou égale a 107 copies/ml.

La BKPyV-CH implique a minima prolongement de la durée d’hospitalisation pour
surveillance simple mais peut étre source de comorbidités et conduire, dans les atteintes
sévéres, a une intervention urologique notamment en cas saignements abondants ou
d’insuffisance rénale liée aux caillots. Son impact médico-économique est important,
évalué en France dans un seul centre a plus de 475 000 euros par an selon Gilis et al.
(116). En revanche son implication dans la mortalité observée chez les patients apres
allogreffe de CSH reste a ce jour débattue (116—-119).

Plusieurs auteurs ont effectué des analyses multivariées sur leurs données
recueillies a partir de populations pédiatriques ou adultes présentant des pathologies
onco-hématologiques diverses. Ils ont mis en évidence des facteurs de risque de BKPyV-
CH en contexte de greffe de CSH (Tableau 8.). De maniéere analogue aux facteurs associés
a la BKVN, ces études restent peu nombreuses, s’appuient parfois sur des échantillons
restreints et leurs résultats nécessiteraient d’étre confirmés par d’autres travaux.

En accord avec de nombreuses études sur le sujet et de maniere assez intuitive, il
semble en outre établi qu’une réplication active du BKPyV dans le compartiment urinaire
ou sanguin du patient aprés la greffe de CSH est fortement associée a la survenue de
BKPyV-HC (107).
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Facteurs de risques de BKPyV-HC

Caractéristiques du ) Type de Parameétres post-
Type d’allogreffe e .
donneur/receveur conditionnement transplantation
Donneur n(,>n Sang de cordon Serum ant!— Virémie a CMV
apparenté lymphocytaire

A H illi
G s recu’el\ 'es par Cyclophosphamide Virémie a HHV6

>7 ans aphérese

Busulfan a hautes doses

GVH aigue
(16mg/keg) &

De type « myéloablatif » GVH sévere (Il, I, 1V)

TABLEAU 8. Facteurs de risques de BKPyV-HC.
Adapté de (82).

Enfin, quelques auteurs se sont intéressés aux facteurs virologiques pouvant
influencer la survenue, la gravité ou I’évolution de la BKPyV-CH. Tout comme pour la
BKVN, le génotype de la souche infectante et la structure de la NCCR ont été étudiés chez
des patients présentant une BKPyV-CH. Quelques modifications spécifiques de la NCCR
du BKPyV ont notamment été retrouvées chez les patients présentant une BKPyV-CH
sans qu’elles ne soient pour autant nécessaires ou suffisantes pour expliquer I'apparition
de la pathologie (120,121).

Contrairement a la greffe rénale ou une attitude préemptive permet de détecter
précocement une réplication du BKPyV et entraine la mise en place de mesures pour
prévenir la BKVN, il n’est pas établi qu’une démarche similaire apres greffe de CSH
réduise l'incidence et la sévérité de la BKPyV-CH (107). Cela s’explique par le manque de
preuve sur le bénéfice apporté a la modification du régime immunosuppresseur en cas
de BKPyV-CH, qui exposerait davantage le patient a une réaction du greffon contre I’hote
(GVH).

Ainsi seuls les patients symptomatiques seront testés pour le BKPyV. Une prise en
charge sera indiquée au cas par cas en fonction de l'expérience des cliniciens qui
s’appuieront sur plusieurs données comprenant l'intensité des symptomes et des
saignements, les paramétres d’hémostase, la fonction rénale et les autres complications

présentées par le patient (co-infections, GVH...).

f. Ressources thérapeutiques

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires et ne disposent que d’un

équipement enzymatique partiel pour permettre leur réplication. De fait, une partie du
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génome viral est consacrée a la production de protéines multifonctionnelles ou
spécifiques destinées d’une part a contourner les défenses anti-virales et d’autre part a
réorienter la machinerie de réplication et de transcription cellulaire vers la production de
nouveaux virions. D’une maniere générale, le développement d’un traitement anti-viral
ciblé représente un véritable challenge, car ce dernier devra inhiber une ou plusieurs
étapes du cycle biologique du virus, souvent intriquées avec le cycle de la cellule qu’il
infecte. Les antiviraux actuellement disponibles présentent ainsi, a des degrés divers, des
effets secondaires liés leur action indésirable sur le cycle des cellules. Une exception
remarquable est celle de I'aciclovir, qui est un analogue nucléosidique, possédant une
action antivirale optimale sur les virus HSV-1 et 2 associée a une trés faible toxicité
cellulaire. Pour étre actif, cet analogue de la guanosine doit au préalable étre
phosphorylé par une enzyme virale, la thymidine kinase, lui conférant ainsi un haut degré
de sélectivité. Seules les cellules infectées hébergeant une réplication active du virus
seront ciblées. Cela a permis une utilisation large et sans danger de I’aciclovir en
traitement probabiliste notamment de I'encéphalite herpétique améliorant grandement
le pronostic de cette affection.

En ce qui concerne le BKPyV, nous ne disposons pas, a ce jour, de traitement

spécifique inhibant de maniére efficace sa réplication.

La principale stratégie en cas de BKVN suspectée ou avérée apres greffe rénale
consiste a adapter le traitement immunosuppresseur pour permettre un contréle de
I'infection par le systeme immunitaire du patient. Une méta-analyse (122) et de
nombreuses études observationnelles légitiment cette stratégie en montrant une
clairance virale dans 80 a 100% des cas sans sur-risque de rejet aigu du greffon (87). Une
décroissance séquentielle des posologies des inhibiteurs de la calcineurine (tacrolimus
ou cyclosporine A) et/ou de I'antimétabolite (mycophénolate mofetil), allant jusqu’a
50%, est ainsi opérée jusqu’a obtention de la clairance virale. La posologie des
corticoides est également réduite (87). Enfin, dans les cas sévéres ou récidivants,
quelques études évoquent l'intérét des inhibiteurs de mTOR (sirolimus) et de la
cyclosporine A en relais du mycophénolate mofetil et du tacrolimus respectivement car

ils posséderaient également une action inhibitrice sur la réplication du BKPyV (123-125).

Le BKPyV-CH fait quant a elle I'objet de mesures prophylactiques reposant
essentiellement sur [’hyperhydratation du patient pendant et au décours du
conditionnement visant a réduire sa toxicité urothéliale (107). Lorsque le diagnostic de
BKPyV-CH est établi, seuls les soins de support tels que I’hyperhydratation, I'irrigation
vésicale, la supplémentation en plaquettes et des anti-douleurs sont recommandés dans

la prise en charge jusqu’a résolution de I'infection. Au cas par cas, en se basant sur les
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résultats d’études non contrélées (cf. infra), 'administration intraveineuse du cidofovir

peut étre envisagée (107).

Des essais thérapeutiques ont par ailleurs été conduits pour mesurer I'efficacité
de molécules déja disponibles sur le marché pour la prophylaxie et le traitement des
infections a BKPyV.

C’est le cas des fluoroquinolones, antibiotiques qui ciblent les topoisomérases Il
et IV (hélicase) des bactéries, inhibant ainsi la synthese protéique et la réplication de
I’ADN. Ces antibiotiques posséderaient également une activité anti-hélicase in vitro, bien
que peu spécifique, a I'’encontre du BKPyV, en interagissant avec les polyméres de LTAg
(126-128). Malheureusement une étude prospective randomisée en double aveugle
comparant l'administration prophylactique de levofloxacine 500mg/j pendant 3 mois
contre placebo ne retrouve pas de différence d’incidence de la virurie et de la virémie a
BKPyV entre les deux groupes apres greffe rénale (129). Ceci étant, il est donc probable
que les fluoroquinolones ne soient pas efficaces pour le traitement de la BKVN
constituée (87). Leur utilisation en situation de greffe de CSH est également décevante.
Malgré les résultats d’une étude en faveur d’une réduction d’incidence de la BKPyV-CH
apres prophylaxie par ciprofloxacine (130), deux autres études dont une prospective ne
retrouvent pas un tel bénéfice (131,132).

Le cidofovir suscite également l'intérét des cliniciens dans le traitement des
infections a BKPyV. C’est un analogue nucléotidique a large spectre dont l'indication
principale est celle de la rétinite a CMV. Depuis une étude montrant son efficacité in
vitro dose dépendante sur la réplication et la transcription du virus (133), plusieurs essais
ont été conduits pour évaluer son efficacité in vivo en administration intra-veineuse. Des
résultats contrastés ont été obtenus dans le cadre de BKVN, expliqués en partie par des
concentration plasmatiques insuffisantes (87). Pour la BKPyV-CH, des réponses cliniques
et virologiques soutenues ont été observées au sein des différentes séries étudiées. Il
manque cependant une étude randomisée pour confirmer le réle du cidofovir dans ces
améliorations (107). Du fait de la fourchette thérapeutique étroite et de Ia
néphrotoxicité de ce médicament, les espoirs se portent désormais sur le brincidofovir
qui est un ester lipidique de cidofovir. Le brincidofovir disposerait d’une biodisponibilité
plusieurs centaines de fois supérieure permettant d’inhiber la réplication du BKPyV avec
une moindre toxicité rénale. Des études in-vivo doivent étre conduites pour confirmer
ces résultats encourageants (134-136).

Le leflunomide est un agent immunosuppresseur principalement utilisé dans des
indications rhumatologiques, telles que la polyarthrite rhumatoide et le rhumatisme

psoriasique. Ce médicament posséderait une activité inhibitrice vis-a-vis du BKPyV (137).
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Que ce soit en contexte de greffe rénale ou de CSH, peu d’études sont disponibles et les
résultats décevants (87,107).

Plusieurs autres procédures thérapeutiques ont fait I'objet soit d’études non
controblées, soit de cases reports. C'est le cas des injections intra-vésicales de cidofovir ou
encore de I'application de « colle » hémostatique intra-vésicale a base de fibrine qui sont
parfois proposées aux patients atteints de BKPyV-CH (107). Dans le cadre de la BKVN,
I"administration d’immunoglobulines IV a également été étudiée avec des résultats
difficiles a évaluer, la réduction de limmunosuppression adoptée en parallele
constituant un facteur confondant. Enfin, une piste encore peu étudiée dans le cas du
BKPyV mais dont les premiers résultats sont encourageants (138) est celle de la thérapie
cellulaire spécifique anti-virale. Elle repose sur I'administration clonale de lymphocytes T
rendus compétents et sélectionnés pour leur capacité a combattre un ou plusieurs

pathogénes apres stimulation antigénique in-vitro.
3. Focus sur la NCCR du BKPyV

a. Rétrospective

Les premiers travaux concernant le BKPyV ont été réalisés a partir de la souche
dite « prototype » (WT) initialement découverte et cultivée par Sylvia D. Gardner en
1971.

Depuis, le BKPyV a de nouveau été isolé puis propagé avec succés en culture
cellulaire a partir des urines d’un patient atteint d’'un syndrome de Wiskott-Aldrich,
constituant ainsi des stocks distincts (139,140). Deux autres souches, Dunlop (Dun) et
MM furent ainsi caractérisées et étudiées. A la fin des années 70, le séquencage entier
de leur génome fut publié, faisant la lumiére sur l'organisation générale du BKPyV
(141,142) et révélant a cette occasion le polymorphisme d’une région située proche de
I’origine de réplication, la NCCR (143). La NCCR du BKPyV suscite rapidement I'intérét des
chercheurs pour son étonnante variabilité.

En 1982, Watanabe et al. ont observé que des réarrangements génomiques
surviennent dans cette région apres plusieurs passages en culture cellulaire alors que les
régions codantes sont conservées. Ces réarrangements ont été mis en évidence grace au
profil de restriction obtenu aprés digestion enzymatique (HIndllI-C) de ’ADN du BKPyV.
IIs affecteraient a la fois la capacité réplicative, I’effet cytopathique ainsi que le pouvoir
transformant du virus (144).

D’autres études ont confirmé que la NCCR du BKPyV, aprés un ou plusieurs
passages du virus en culture cellulaire, présentait des réarrangements qui n’étaient pas
présents chez la souche clinique (145,146). De plus, certaines conformations de NCCR ne
permettraient pas une réplication optimale du BKPyV en culture cellulaire, entrainant un
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biais de sélection des souches avec cette méthode d’étude (147). Ces observations in
vitro, bien qu’expérimentalement intéressantes, constituent un obstacle dans la

compréhension du cycle infectieux et la pathogénicité du BKPyV chez 'Homme.

Pour s’affranchir de ces limitations, une équipe a réussi en 1981 a étudier la
structure du génome de BKPyV excrété dans les urines de deux patients sans passage
préalable en culture cellulaire (148). En 1984 Chauhan et al. ont perfectionné cette
approche en réussissant a cloner dans un plasmide (pBR322) une souche clinique de
BKPyV recueillie a partir des urines d’un troisieme patient. La transfection du plasmide
recombinant dans une culture bactérienne d’Escherichia Coli transformés (HB101) a
permis une amplification du génome viral et I’étude de son organisation. Dans ces deux
études, la caractérisation de la souche a révélé une organisation différente de la NCCR
par rapport aux souches WT, Dun et MM isolées de cultures cellulaires classiques. Cette
souche a été nommée « WW » et serait peu adaptée a la culture cellulaire

conventionnelle (147,148).

Dans la lignée de ces travaux, en 1987, Rubinstein et al. ont affiné I'étude de la
NCCR de la souche WW en la séquencant et la comparant a la souche WT. Ills ont montré
qgue la NCCR de la souche WW comportait une insertion de 63 paires de bases ainsi qu’un
seul exemplaire d’une région de 68 paires de bases habituellement retrouvée en
plusieurs exemplaires chez les autres souches issues de culture cellulaire (Figure 4.)
(149).

La culture cellulaire ne permettant donc pas de préserver I'architecture originale
du virus ainsi que la découverte de la souche WW et d’autres souches a NCCR
structurellement similaires (souches Dik et AS) (150,151) ont permis d’instaurer une
réflexion sur I’organisation de la NCCR d’une souche dite « sauvage » de BKPyV.

Rubinstein et al. ont alors proposé a l'issue de travaux complémentaires (152,153)
que la souche WW correspondrait a cette souche « sauvage » argumentant qu’il était
peu probable que l'isolement consécutif d’'un BKPyV a NCCR identique (WW) dans les
urines de plusieurs patients soit due au hasard. lls ont ainsi opposé une organisation
« archétype » de la NCCR retrouvée notamment chez leur souche WW et une
organisation « réarrangée » de la NCCR retrouvée chez les autres souches (Figure 3.)
(152).

Le développement de la PCR au début des années 90 a permis l'isolement de plus
en plus fréquent de souches cliniques de BKPyV dont lI'analyse a révélé des NCCR
similaires a la souche BKPyV WW renforcant I’hypothése de Rubinstein et al. (154-156).
Les premieres souches a NCCR réarrangées obtenues directement a partir d’échantillons

biologiques ont également été détectées durant cette période, instaurant un débat sur la
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significativité clinique de telles souches (cf. infra) (150,154,157,158). Des études
ultérieures confirmeront néanmoins la prédominance et la répartition ubiquitaire des
souches archétype de BKPyV (27,159,160).

b. Structure en blocs et réarrangements

En 1995, Moens et al., dans une revue de la littérature a propos de la NCCR du
BKPyV reprennent et confirment la dichotomie NCCR archétype/NCCR réarrangée (161).
IIs introduisent également une représentation arbitraire de la NCCR en « blocs » encore
utilisée a ce jour et adaptée de travaux précédents (Figure 4.) (162). Ces blocs ont été
nommés « O, P, Q, R et S». lls contiennent des sites de liaison aux facteurs de
transcription (TFBS) qui sont des courtes régions génomiques dont les relations
fonctionnelles avec les promoteurs des génes précoces et tardifs ont été mises en
évidence a la fin des années 80 (cf. infra). La représentation en blocs de la NCCR a été
déterminée de maniéere arbitraire mais présente I'avantage de rendre plus lisible sa

structure et I’analyse de ses réarrangements.

@]

FIGURE 4. NCCR du BKPyV. Représentation en blocs et exemples de réarrangements.
(A) Souche WW (NCCR archétype). (B) Souche Dunlop. (C) Souche MM (décrite uniguement en
culture cellulaire). (D) Souche PQ. (E) Souche BKVAN-2. (F) Souche BMT-14.

Le bloc O englobe une région conservée de 142 pdb contenant l'origine de
réplication du BKPyV ainsi que le promoteur des genes précoces et tardifs, la TATA box. Il
contient également plusieurs sites de liaison au LTAg ainsi que d’autres TFBS régulant
I’expression des génes précoces et tardifs (163).

Les blocs P-Q-R englobent quant a eux trois régions de 68, 39 et 63 pdb
respectivement. Ills comprennent de nombreux TFBS putatifs ou prouvés. Les

réarrangements de NCCR observés affectent principalement ces blocs-ci, modifiant la
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dynamique d’interaction avec les TF. Les duplications et délétions de toute ou partie de
ces blocs peuvent soit modifier le nombre de TFBS spécifiques ou bien créer des
jonctions aberrantes masquant ou faisant apparaitre de nouveaux TFBS (161,162,164). I
a notamment été montré que la duplication du bloc P était associée a I'activation du
promoteur des génes précoces et conférait un avantage dans I'adaptation a la culture
cellulaire (157,165). Il semblerait en outre que le bloc P soit constamment préservé au
sein des souches réarrangées étudiées in vitro et in vivo, soulignant son importance. A
I'inverse les délétions concernent davantage le bloc R qui est parfois absent en totalité
(163).

Enfin le bloc S d’une longueur 63 pdb, contient notamment deux sites de liaison a
NF-1 et d’autres TFBS putatifs. Ce bloc serait moins exposé aux réarrangements que les
blocs P-Q-R, comme en témoigne jusqu’ici I'absence de duplication et de délétion
compléte observée dans cette région chez les différentes souches étudiées a I’exception
de deux isolats (Figure 5.) (161,163).

Une revue systématique des différentes NCCR archétypes et réarrangées isolées
directement d’échantillons biologiques a été effectué en 2005. Elle illustre a la fois la
diversité et la fréquence inhabituelle, pour un virus a ADN, des réarrangements qui
peuvent survenir in vivo avec plus de 40 souches a NCCR réarrangées différentes
recensées dans la littérature (163).

L'origine et les mécanismes de ces réarrangements ne sont pas clairement
identifiés. Il a été suggéré qu’ils pourraient apparaitre a I'occasion d’erreurs de re-
circularisation consécutives a la réplication bidirectionnelle de I’ADN (164). Cette étape a
lieu au niveau de l'origine de réplication qui jouxte la TATA box située proche de la
jonction O-P (23,167). Des mécanismes additionnels en faveur d’une plasticité de la
NCCR ont également été décrits chez le JCPyV et le SV40 qui sont des polyomavirus
structurellement proches du BKPyV. Il a été montré qu’un virus SV40 défectif pouvait
capter et intégrer a sa NCCR les éléments génétiques nécessaires a sa réplication (168).
Sur la base d’arguments indirects il a été discuté, au cours de la réplication du JCPyV, de
la possibilité de recombinaisons non homologues entre les différents brins d’ADN viral en
cours de réplication. Ces recombinaisons, lors de leur résolution, pourraient donner
naissance a des souches réarrangées (169). Enfin, plus récemment et sur un faisceau
d’arguments indirects, des auteurs ont proposé une modélisation des mécanismes a
I’ceuvre dans I'apparition des réarrangements de la NCCR des polyomavirus (170). Selon
cette étude, les réarrangements apparaitraient au sein du complexe de réplication au
tout début de I'élongation de I'’ADN et résulteraient de plusieurs événements. Le
processus impliquerait le premier fragment d’Okazaki ainsi que la polymérase qui

pourrait accidentellement « glisser » du brin direct vers le brin rebours. Il en résulterait
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une synthése aberrante d’ADN avec un recouvrement du fragment d’Okazaki (« flap »).
Normalement ce recouvrement est excisé par des endonucléases cellulaires (en
particulier FEN1) garantissant |'absence de répétition dans I’ADN répliqué. Dans
certaines conditions en partie dépendantes de la longueur du recouvrement, la
résolution ferait plutot intervenir la voie réparation de I’ADN qui mobilise d’autres
enzymes. Ces dernieres entraineraient alors une cassure de I’ADN, des recombinaisons
non homologues permettant une intégration du recouvrement dans I’ADN viral. Il en
résulterait une duplication partielle ou totale des nucléotides qui jouxtent I'origine de

réplication dans la NCCR (en particulier le bloc P) des polyomavirus (170).

c. Sites de liaison aux facteurs de transcription

La découverte au sein de la NCCR de séquences spécifiques influengant la
transcription des génes précoces et tardifs a été possible grace a des études de
mutagéneése (linker scanning) et d’empreinte a la DNase. Elles ont permis d’identifier les
premiers TFBS pour |'« Activating Protein 1 » (AP-1), le « Nuclear Factor 1 » (NF-1), la
« Specificity Protein 1 » (SP-1) ou encore des éléments de réponse aux glucocorticoides,
progestérone ou estrogenes (GRE,PRE,ERE) (165,171-176). De manieére complémentaire,
I'utilisation d’algorithmes a permis par la suite de prédire une trentaine d’autres TFBS
putatifs (Figure 5.) (161,177). Lidentification de ces TFBS repose sur la reconnaissance
de séquences consensus au sein des différents blocs de la NCCR avec lesquelles peuvent

interagir des facteurs de transcription (TF) spécifiques.

A-lag A=NFB A =Ap! =Ap2 =Ets1 @=6MCSF Q=CRE @=chn Q=re {=vr
A=cFos A=NF1 A=spt V=cmviet W=ps3 @ =IL6pro. © =PEA3 ‘ = CREB-2 <) =0ct1 [l = TATA box

FIGURE 5. Répartition des TFBS au sein de la NCCR.
(A) NCCR archétype. (B) Exemple de NCCR réarrangée (Dunlop).
Prédiction des TFBS obtenue in silico aprés analyse des séquences NCCR par les outils bio-
informatiques « Alibaba2.1 » et « PROMO ». Adapté de (177).

Peu de travaux ont exploré le rble joué par les différents TFBS dans la
transcription des génes du BKPyV. Les conclusions des premiéeres études sur le sujet

doivent étre confrontées a des expériences plus récentes car toutes ont été menées sur

38



des souches réarrangées. Elles ont de plus utilisé des modeles rapporteurs
unidirectionnels pour évaluer I'impact des TFBS sur la transcription des génes (177).

Certaines observations ont néanmoins été corroborées par Bethge et al. qui ont
récemment mis au point un modeéle expérimental permettant d’évaluer plus précisément
I'influence des TFBS sur l'activité transcriptionelle du BKPyV. A partir d'une NCCR
archétype de BKPyV, les auteurs ont introduit des mutations ponctuelles prédites pour
inactiver sélectivement les TFBS. Ces NCCR mutées ont ensuite été clonées dans des
vecteurs rapporteurs (pHRG) permettant de mesurer sélectivement la transcription des
geénes précoces et tardifs in cellulo (cellules HEK293) par immunofluorescence.

Cette équipe a ainsi pu montrer que cette transcription bidirectionnelle était
régulée en de nombreux sites répondant a une hiérarchie d’activation. L’'inactivation
successive de ces sites a permis d’individualiser trois profils de réponse (Figure 6.):
transcription précoce forte (groupe 1), transcription précoce et tardive équilibrée
(groupe 2), transcription précoce faible (groupe 3).

Ces profils permettent de souligner I'importance des TFBS de SP-1 (sites SP-12 et
SP-1%) dont I'inactivation semble fortement impacter le sens de transcription. Les TFBS
de NF-1 (sites NF-12 et NF-1%) auraient pour leur part un effet stabilisateur sur les TFs

voisins et moduleraient I'intensité de la transcription précoce ou tardive (177).
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FIGURE 6. Modélisation de I'influence des TFBS sur la transcription des génes du BKPyV.

Les facteurs de transcription SP-1, NF-1 et Ets-1 influencent le sens et I'intensité de I'expression
des génes précoces (fleches rouges) et tardifs (fleches vertes). La séquence NCCR archétype du BKPyV
présente une balance transcriptionelle en faveur des génes tardifs. L’ Inactivation spécifique de TFBS par
I'introduction de mutations ponctuelles (schématisée par un triangle en pointillés) modifie cette balance.
Trois groupes sont individualisés. L’inactivation de SP-1% renforce la transcription des génes précoces au
détriment des génes tardifs (groupel). L'inactivation de NF-1% et NF-1% entraine une transcription
équilibrée, a un niveau intermédiaire des génes précoce et tardifs (groupe 2). L'inactivation de SP-12
diminue a la fois I’expression des genes précoces et tardifs (groupe 3). Adapté de (177).

D’autres auteurs ont également avancé la possibilité qu’une réorientation de la
transcription des genes viraux puisse survenir progressivement avec |'accumulation du
nombre de génome du BKPyV dans la cellule entrainant une disponibilité insuffisante de
certains facteurs de transcription nécessaires pour activer dans un sens ou l'autre la
transcription (175).

Enfin, il a été montré que le LTAg agit également comme TF et oriente le sens de
transcription vers les genes précoces dans des modeles cellulaires modifiés exprimant
cette protéine (178). Il est intéressant de noter que cette stratégie a été développée et
mise a profit pour contourner les difficultés initiales de propagation de BKPyV archétype
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en culture cellulaire. L'utilisation de lignées cellulaires transformées (HEK293TT et COS-7)
exprimant constitutivement la protéine LTAg du virus SV40 a en effet récemment abouti
a la propagation avec succés du BKPyV a NCCR archétype sans en altérer la structure
(179,180).

Les connaissances expérimentales du fonctionnement de la NCCR du BKPyV ne
rendent cependant pas toujours compte de la complexité des interactions qui peuvent
survenir in vivo (181). La conformation tridimensionnelle de I’ADN viral (grand sillon,
petit sillon, pourcentage local en GC etc.) pourrait en effet influencer la capacité
d’interaction entre TF et TFBS (182,183). De plus il apparait que |'activation ou la
répression de la transcription peuvent étre médiées par des signaux complémentaires a
la liaison d’un TF a son TFBS comme par exemple une interaction entre plusieurs TFs ou
la mise en jeu de cofacteurs ne se liant pas directement a ’ADN (183). Certaines études
ont tenté de mettre en avant ces relations fonctionnelles au sein de la NCCR du BKPyV
(175,184,185) mais leur description exhaustive dans un modele global reste un défi a

relever.

d. Détection in vivo et implications clinigues

L’émergence du nombre d’infections liées au BKPyV a été contemporaine des
principales avancées sur I'organisation archétype/réarrangée de la NCCR et sur son role
régulateur de la transcription. Les premieres souches a NCCR réarrangée ont été isolées
a partir d’urines de patients aux trajectoires cliniques variées (150,154,157,158). Il est
intéressant de noter que des souches de BKPyV a NCCR réarrangées ont également été
isolées de patients indemnes d’atteinte clinique (186). L’'isolement de telles souches, a
fortiori lorsqu’elles accompagnent une pathologie liée au BKPyV pose légitimement la
qguestion de leur signification.

La plus importante mobilisation scientifique sur le sujet a eu lieu au début des
années 2000. Trois principaux axes de réflexion ont été dégagés concernant les NCCR

réarrangées :

1) Elles pourraient étre associées a des pathologies liées au BKPyV plus séveres.
Il est actuellement admis qu’une souche de BKPyV a NCCR archétype posséde une
transcription dirigée vers ses genes tardifs alors qu’une souche a NCCR réarrangée
exprime davantage ses génes précoces indépendamment du type de réarrangement lui
conférant ainsi une meilleure réplication en culture cellulaire (164,187,188). Par
extension, il a été avancé que certaines souches réarrangées répliqueraient mieux que
les souches archétype in vivo (189). Plusieurs études cliniques ont donc tenté de mettre
en évidence des patterns pouvant refléter une pathogénicité accrue des souches

réarrangées.
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A l’exception d’une étude soulignant la fréquence d’une méme mutation dans le
TFBS de SP-1 (SP1%) chez une cohorte de patients atteints de BKPyV-CH (120), il n’a pas
été trouvé d’architecture réarrangée spécifique qui soit en lien avec la BKVN ou la
BKPyV-CH (121,159,186,190).

Ces études ainsi que d’autres ont également tenté d’établir des liens statistiques
entre souches réarrangées et caractéristiques cliniques en faveur d’'une pathologie plus
sévere au sein de cohortes de patients transplantés. La plupart des auteurs n’ont pas mis
en évidence de différences pouvant expliquer une pathogénicité particuliére des souches
réarrangées (121,190-192). Cela reste débattu dans le cas de la BKVN, ou d’autres
travaux ont relevé des charges plasmatiques plus élevées ainsi que des marqueurs
d’inflammation plus importants dans les biopsies rénales de patients hébergeant des
souches réarrangées (159). Une méta-analyse portant sur les caractéristiques cliniques et
épidémiologiques associées a 507 NCCR note également que parmi les patients
transplantés, les réarrangements sont plus fréquents chez les patients atteints de BKVN.
Il ne faut cependant pas exclure que la détection de souches réarrangées représente en
réalité la conséquence d’une réplication intense chez ces patients plutot que la cause. En
considérant les autres données de cette méta-analyse, les auteurs concluent en outre
que les souches a NCCR réarrangées ne sont ni nécessaires ni suffisantes pour expliquer
la survenue des BKVN et BKPyV-CH (186).

2) Elles seraient nécessaires pour élargir le tropisme du BKPyV. Cette idée
s’appuie sur la découverte de souches de BKPyV a NCCR réarrangée en de nombreux
autres sites que I’appareil urinaire, site de persistance du virus. Par exemple des NCCR
réarrangées ont été détectées au sein du systéeme nerveux central (193,194), le systéeme
respiratoire (195,196) ou encore dans les cellules mononuclées du sang (40,197,198). De
plus I'apparition récurrente de NCCR réarrangées en culture cellulaire conventionnelle
suggeére que les réarrangements puissent résulter d’'une sélection de souches de BKPyV
dans un environnement inédit pour le virus. L’hypothese a alors été avancée que de
nombreuses souches BKPyV a NCCR réarrangées apparaitraient in vivo, parmi lesquelles
une faible proportion serait viable et confererait au BKPyV un avantage réplicatif dans
des tissus peu permissifs, différents du site habituel de réplication. Bien qu’il soit
plausible que des réarrangements apparaissent in vivo consécutivement a une
réplication active du BKPyV (196), I’hypothése d’un tropisme particulier conféré par la
NCCR apparait moins claire. L’histoire clinique des patients concernés par ces
observations est hétérogeéne, en particulier leur niveau d’immunocompétence. Dans ces
conditions, il est difficile d’exclure que des facteurs d’hotes spécifiques plutot que le site
d’isolement aient été a 'origine des réarrangements. De plus, des souches de BKPyV a
NCCR archétype ont également été détectées dans la plupart des tissus en question (163)

rendant flou le lien entre réarrangement et localisation du virus. Enfin, comme
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I’exposent Moens et al. dans leur revue de la littérature, aucun réarrangement « type »
tissu dépendant n’a pu étre proposé fragilisant davantage I’hypothéese d’un tropisme
dépendant de la NCCR du BKPyV. Ces auteurs précisent toutefois que la rareté des
observations ne permet pas de conclure définitivement sur cet aspect (163).

3) Elles pourraient étre impliquées dans le développement de tumeurs en raison
d’un pouvoir oncogene accru. Les polyomavirus, disposent d’un pouvoir oncogéne
certain chez les modeles animaux et cellulaires (199). Certains mécanismes conduisant a
la transformation cellulaire ont été identifiés avec un réle central attribué au LTAg qui
interagit avec p53 et pRb et promeut une croissance cellulaire inappropriée (200). Les
souches de BKPyV a NCCR réarrangées, qui expriment davantage leurs génes précoces
dont le LTAg, pourraient donc favoriser un environnement propice a la transformation
cellulaire (201). Cet état « transformé » pourrait en revanche étre insuffisant pour
permettre l'apparition de tumeurs in vivo et devrait probablement étre associée a
d’autres mutations (202). Le BKPyV a été détecté intégré a I’ADN de cellules tumorales
cérébrales (203) et a été retrouvé par PCR dans d’autre tumeurs (204) notamment du
systéme urinaire et de la prostate (79,201). Une production active de LTAg a également
été objectivée dans certains de ces tissus (205-208). Enfin, des auteurs ont rapporté un
échec dans leurs tentatives de mettre en culture le BKPyV a partir de tissus tumoraux
suggérant que le virus puisse étre présent sous une forme intégrée a I’ADN des cellules
ou sous forme épisomale altérée (201). Bien que ces observations remplissent en partie
les critéres proposés par H. zur Hausen pour établir une relation causale entre infection
et cancer (209), le réle BKPyV en tant que facteur ou co-facteur de carcinogénése
demeure controversé en I'état actuel des connaissances (210,211). En I'absence de
preuves formelles, I’'OMS considére toutefois le BKPyV et le JCPyV comme des agents

infectieux « possiblement cancérigenes pour ’lHomme » (groupe 2B) (212).

Malgré ces éléments d’orientation, il reste difficile de tirer des enseignements a la
fois sur les conditions d’émergence in vivo des souches de BKPyV a NCCR réarrangée
mais aussi sur leur implication potentielle dans le développement de pathologies liées au
BKPyV.

e. Limites et perspectives

Méme si les fonctions de NCCR du BKPyV sont de mieux en mieux caractérisées,
de nombreux efforts restent a mettre en ceuvre pour appréhender plus finement quelles
interactions produisent un effet sur la transcription des genes précoces ou tardifs. Il en
est de méme pour les déterminants qui donnent naissance aux BKPyV a NCCR réarrangée
ainsi que la signification de ces réarrangements en pathologie humaine. L’accélération

des connaissances dans ce domaine se heurte cependant a plusieurs obstacles.
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En premier lieu, les modeles expérimentaux habituellement utilisés pour I'étude
de la NCCR BKPyV ne sauraient reproduire exactement |’environnement auquel sont
soumis les tissus infectés chez ’'Homme. Par exemple la réponse cellulaire a un stress
hypoxique, les variations de concentration tissulaire en hormones stéroidiennes ou
encore I'environnement inflammatoire au sein du tissu pourraient étre des parametres
susceptibles d’influencer la disponibilité et I'abondance intracellulaire de certains TF
(NFkB, estrogenes ...) donc de moduler I’activité transcriptionelle du BKPyV. De plus, bien
que I'immunité innée, humorale et cellulaire dirigée contre le BKPyV ait été évaluée dans
plusieurs études (213), la pression immunitaire qui s’exerce in vivo sur le virus est
difficilement modélisable dans son intégralité en conditions de laboratoire. Son impact
global dans la sélection de mutations au sein de la NCCR ou dans les régions codantes
reste a déterminer. L'absence de modéle animal permettant de reproduire et de
monitorer in vivo la course d’une infection a BKPyV constitue une difficulté
supplémentaire pour pouvoir répondre a ces écueils.

En second lieu, la plupart des études n’offrent qu’une image instantanée d’un
processus infectieux dont les caractéristiques varient généralement dans l'espace et le
temps. Cette limitation technique est notamment illustrée par la problématique des
souches de BKPyV a NCCR réarrangée qui font I'objet de conjectures a partir de données
expérimentales statiques. Ces conditions rendent délicate a formaliser le rapport de
causalité entre la découverte de lésions tissulaires et la présence in-situ de BKPyV a
NCCR réarrangée. Il pourrait s’avérer que le virus ne soit qu’un facteur confondant ou ne

possede qu’un réle secondaire dans le processus physiopathologique observé.

Des approches plus récentes permettent néanmoins de jeter un regard nouveau
sur la problématique des NCCR réarrangées du BKPyV. Jusqu'a présent, les méthodes de
détection et de séquencage les plus couramment utilisées (méthode Sanger) ne
permettaient I'analyse que de la souche virale majoritaire, ne révélant la présence de
variants que s’ils excédaient 20% de la population. La récente utilisation du séquencage
haut débit (NGS) a permis de détecter des souches de BKPyV a NCCR réarrangées en
proportions minoritaire au sein d’échantillons cliniques (de I'ordre de 1%) (196,214). Ces
souches n’auraient pas été détectées en utilisant les méthodes classiques, moins
sensibles. L'utilisation de la NGS pourrait ainsi mettre en lumiére une plus grande

hétérogénéité des souches de BKPyV au sein des échantillons dans les études a venir.
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4. Objectifs de I’étude

Afin d’illustrer cette revue sur la NCCR du BKPyV et ses problématiques associées,
nous avons choisi d’étudier la NCCR de 20 patients en situation de greffe de cellules
souche hématopoiétiques au CHU de Bordeaux.

Peu de données locales sont disponibles dans ce contexte précis, en dehors d’un
travail de séquencage génome entier de souches issues d’urines de patients présentant
une BKPyV-CH (Boijoux, H., Lafon, M.-E., Bissau,R.K., non publié). Ce travail avait permis
de caractériser deux souches de BKPyV dont les NCCR étaient archétypes (GenBank :
MF627830.1 et MF627831.1).

L'objectif de cette étude préliminaire est de caractériser la NCCR de souches de
BKPyV isolées dans les urines de ces 20 patients afin de déterminer si la souche
responsable de I|’épisode clinique posseéde une NCCR archétype ou réarrangée. Les
objectifs secondaires de ce travail sont : 1) Rechercher, le cas échéant, une association
entre la détection de souches a NCCR réarrangée et des caractéristiques cliniques
spécifiques ou critéres de gravité de I'atteinte. 2) Etudier I'impact potentiel d’éventuelles

mutations de la NCCR sur les TFBS connus.

II. Matériel et méthode

1. Réalisation de la PCR BKPyV en routine, au laboratoire de virologie

Apres le recueil, les urines sont acheminées dans des pots vissés a bouchon rouge
a une température de 5°C en pochette thermostatée. Les prélevements accompagnés de
la prescription, sont réceptionnés par I'accueil de biologie centralisée ou est effectué
I'enregistrement de I'analyse. Les préléevements sont ensuite acheminés au laboratoire
de virologie via un pneumatique et réceptionnés par un technicien de virologie afin
d’étre acquittés (preuve de la réception de I’échantillon par le laboratoire). Un
aliquotage en tube Sarstedt® d’un volume d’environ 2 mL d’urine est effectué par les
techniciens de laboratoire.

La PCR BKPyV est effectuée sur le plateau technique de biologie moléculaire
(PTBM) a I'aide des automates du systéme Flow (société Roche) en utilisant des kits de
PCR Argene® (société Biomerieux). Ce systéme Flow permet la réalisation des PCR virales
EBV, CMV, HHV-6, adénovirus et BKPyV au sein du laboratoire.

La premiere étape de I’'analyse consiste a extraire les acides nucléiques viraux
présents dans le préléevement. L’échantillon est déposé sur une plagque de 96 puits par
I'automate PSH (Primary Sample Handling) puis I’extraction est réalisée par |I'automate

MagnaPure96® permettant d’obtenir une seconde plaque contenant [|"éluat de
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I’échantillon qui est une solution concentrée en acides nucléiques. Au cours de cette
étape, un contrdle d’extraction (inclus dans les trousses Argene®) est également
incorporé dans I’échantillon primaire afin de valider la technique d’extraction.

La plaque d’éluats est ensuite traitée par le PSU (PCR Set-Up) qui est 'automate
dédié a la préparation du mélange réactionnel a partir de la trousse commerciale BK
Virus R-géne®, Biomérieux. Cette trousse contient les sondes spécifiques Taqg Man®, les
amorces du contréle interne d’extraction, les amorces d’une séquence de 158 paires de
bases de la région génomique du STAg (Small T Antigen) du BKPyV, I'enzyme Taq
polymérase, ainsi qu’une solution tampon permettant I'amplification. La réaction de PCR
est ensuite réalisée a I'aide d’un thermocycleur Light Cycler 480® (société Roche).

La PCR BKPyV réalisée en routine est quantitative grace a une courbe de
calibration en 4 points QS1, QS2, QS3 et QS4 (Quantification Standard) correspondant a
des quantités d’ADN plasmidiques croissantes et connues de BKPyV. A l'issue de la PCR,
on obtient ainsi un résultat en « copies/mL » d’échantillon converti en « Ul/mL » grace a
I'utilisation d’un standard international facilitant la comparaison des résultats entre
laboratoires.

L'ensemble de ce processus est piloté grace a un serveur informatigue nommé
« Flow Server ». Les résultats sont transmis au systéme informatique du laboratoire
« Glims » (SIL) aprés validation technique. Enfin, la validation biologique permet de
générer un compte rendu électronique qui sera consultable par le clinicien via le logiciel
patient « DxCare ».

Par ailleurs, une biothéque de tous les prélevements analysés sur le systéme Flow

est réalisée et conservée a -20°C au laboratoire de Virologie.
2. Etude de la NCCR du BKPyV dans les urines de patients d’hématologie

a. Echantillons et criteres d’inclusion

Nous avons réalisé un recueil rétrospectif des prélévements d’urine testés positifs
pour le BKPyV par PCR, analysés dans notre laboratoire de virologie. Ces échantillons
provenaient de patients des services d’hématologie clinique du CHU de Bordeaux. llIs ont

été extraits de notre biothéque pour séquencage de la région NCCR du BKPyV.

Les critéeres d’inclusion étaient : échantillon d’urine de patients ayant bénéficié
d’une greffe de cellule souche hématopoiétique, analysé entre le 01/04/2019 et
31/03/2020 et une PCR BKPyV positive avec une charge virale supérieure a notre limite
de quantification (3.100.000 Ul/ml). 32 échantillons d’urine correspondaient aux critéres

d’inclusion.
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Dans un premier temps, le séquencage de la NCCR su BKPyV a été réalisé pour 20
échantillons d’urine correspondant a 20 patients distincts. Il s’agissait, pour chaque
patient, du premier échantillon d’urine correspondant a I'épisode clinique et qui
répondait aux criteres d’inclusion.

Dans un second temps, 12 échantillons supplémentaires ont été analysés
correspondant a de nouveaux prélévements chez ces mémes patients. Ces échantillons
supplémentaires, lorsqu’ils étaient disponibles, ont permis d’obtenir des données
longitudinales grace au séquencgage de la NCCR du BKPyV a différents moments de

I’infection.

b. Extraction des acides nucléiques

Apres décongélation, 200uL de chaque prélévement ont été déposés dans une
plaque 96 puits. L’extraction des acides nucléiques viraux a été réalisée sur notre
automate MagnaPure96® en utilisant le kit « MagNA Pure 96 DNA and Viral Nucleic Acid

Small Volume »

c. Meélange réactionnel de la PCR NCCR

Un mélange réactionnel a été préparé (Tableau 9.) pour la réalisation de la PCR en

point final permettant d’amplifier la NCCR du BKPyV.

Volume par TABLEAU 9. Mélange réactionnel pour

échantillon (l"‘l') amplification de la NCCR du BKPyV par PCR
point final.

Composés

MgCl (25mM)
Solution tampon
H20
dNTP (5mM)

Amorce sens (20uM)

Amorce anti-sens (20.M)
Taq GOLD

Volume Total

Les amorces utilisées dans ce travail (Tableau 10.) ont été publiées et utilisées
dans d’autres études pour amplifier la NCCR du BKPyV (97,159).
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Amorces Séquence Position

5115-5132

BKTT 5 5’- GAGCTCCATGGATTCTTC -3’
BKTT 6 5’- CCAGTCCAGGTTTTACCA -3’ 429 - 446
BKTT 7" 5’- CCCTGTTAAGAACTTTATCCATTT -3’ 5132-2

BKTT 8’ 5’- AACTTTCACTGAAGCTTGTCGT -3’ 408 - 429

TABLEAU 10. Amorces utilisées pour la PCR et le séquengage de la NCCR.

(a) Amorces utilisées en premiére intention. Amorce sens: BKTT 5; Amorce anti-sens: BKTT 6. (b) Amorces
utilisées en seconde intention en cas d’échec de la premiére amplification. Amorce sens : BKTT 7 ; Amorce
anti-sens : BKTT 8. (c) Position des nucléotides par rapport a la séquence Dunlop, GenBank #V01108.1.

d. Amplification de la NCCR par PCR point final

Pour chaque échantillon, 10uL d’éluat et 40uL de mélange réactionnel ont été
déposés dans des cupules pour réalisation d’une PCR point final en utilisant I'automate
de PCR Primus HT® (MWG AG Biotech, société Eurofins) avec le programme de PCR

suivant (Tableau 11.).

Programme de la Température

TABLEAU 11. Etapes de l"'amplification de
PCR (°C)

la NCCR du BKPyV par PCR point final.

- 110
Activation de la Taq

10 95

Cycle de PCR (x40) - -
1. Dénaturation 1 95

2. Hybridation 1 51

3. Elongation 1 72
Elongation finale 3 72
Refroidissement 10 8

A la fin de la PCR, la présence ainsi que la taille (en paires de bases) du produit
d’amplification ont été analysés pour chaque échantillon grace a une électrophorese
capillaire sur I'automate QlAxcel Advanced® (société QIAGEN) (Figure 7.) (Figure 8.).
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FIGURE 7. Principe général de I’électrophoreése capillaire par I'automate QlAxcel®.
Prise d’échantillon par application d’une différence de potentiel aux extrémités du capillaire.
Migration des acides nucléiques vers la cathode (« positive charge »). Séparation des fragments. Les
fragments de plus petit poids moléculaire migrent plus rapidement. Les acides nucléiques sont marqués
lors de leur passage dans la matrice constituée d’un polymeére associé a du BET (« gel matrix with dye »).
Excitation par une diode électroluminescente (« LED light source ») avec émission de fluorescence. Recueil
du signal lumineux par un détecteur couplé a un photomultiplicateur. Transduction du signal lumineux en
signal électronique puis analyse des données a I'aide du logiciel QlAxcel ScreenGel Software ® qui génere
un compte rendu électronique.
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FIGURE 8. Compte-rendu d’électrophoreése capillaire avec I'automate QlAxcel®.
Echantillon d’urine aprés amplification de la NCCR du BKPyV. (RFU) : « relative
fluorescent unit » correspondant a la quantité relative des fragments détectés. (bp) :
taille des fragments paires de bases. (En haut) : Les pic a 15bp et 3000 bp représentent
les témoins de migration permettant d’évaluer la taille des fragments amplifiés. Le pic
détecté a 459 bp correspond aux fragments d’ADN amplifiés dans I’échantillon d’urine. 15 — —
(A droite) : représentation des résultats sous forme de bandes.
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e. Purification enzymatique de I’échantillon par la méthode ExoSAP

Une purification enzymatique de chaque produit d’amplification a ensuite été
réalisée. 4ulL d’Exo-SAP-IT Express® (USB® products, société Thermofischer) contenant
deux enzymes, une exonucléase | chargée d’éliminer les amorces en exces et une
phosphatase alcaline de crevette chargée d’éliminer les dNTP, ont été mélangés avec
10uL de produit de PCR. Le mélange a ensuite été incubé dans un thermocycleur Primus
HT® 4 minutes a 37°C pour initier la purification puis 1 minute a 80°C pour inactiver les

enzymes.

f. Séqguencage de la NCCR du BKPyV

Le séquencage de la NCCR du BKPyV a été réalisé par la méthode Sanger. La
réaction de séquence s’est déroulée sur le thermocycleur Primus HT® selon programme
décrit précédemment (Tableau 11.). Un nouveau mélange réactionnel comprenant le kit
de séquencage BigDye® v3.1 (Applied Biosystems, société Thermofischer) a été préparé
pour cette réaction (Tableau 12.). Au minimum deux réactions de séquence de la NCCR
ont été effectuées pour chaque échantillon, en utilisant I'amorce du brin sens dans un
premier puits et I'amorce du brin anti-sens dans un second puits.

Une purification a ensuite été réalisée en mélangeant 55 uL de BigDye®
Xterminator™ et solution SAM™ avec 10 uL d’échantillon puis agitation sur Vortex Genie
2® 3 1800 t/min a température ambiante pendant 30 min. L’analyse des produits de la
réaction de séquence a été effectuée par le séquenceur 3500xL Dx (Applied Biosystems).
La mise en forme des données a été effectuée par le logiciel « 3500 series data collection

software 3.1» (Applied Biosystems).

Volume par

c . . .
omposés échantillon (pL)

TABLEAU 12. Mélange réactionnel
pour le séquencage de la NCCR

Kit BigDye® v3.1 du BKPyV
Solution tampon

H,0

Amorce sens ou anti-sens (20 puM)

Produit d’amplification de PCR (NCCR)

Volume Total
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g. Post-traitement et alignement de séquence

La visualisation et le post-traitement des chromatogrammes ont été réalisés a
I’aide du logiciel Chromas (version 2.6.6, Technelysium) (Figure 9.). Les séquences
obtenues ont été comparées avec la librairie de séquences Genbank dans BLAST® (NCBI)
(215). Un alignement des séquences sens et anti-sens a été réalisé avec I'outil bio-
informatique Clustal Omega (216) afin de déterminer la séquence consensus de la NCCR
du BKPyV de chaque échantillon.

Secondairement, un alignement multiple a été réalisé avec Clustal Omega pour

comparer chaque séquence consensus avec une séquence NCCR du BKPyV de référence.

@ 19-BKI-6_E02_2020-05-25-09-44-44 - Chromas =

File Edit Options Help

Open

= v
Export

=] i

aom o

ol =

am n

gl

FIGURE 9. Exemple de chromatogramme d’une séquence NCCR de BKPyV sous Chromas 2.6.6

La séquence de référence sélectionnée pour l'alignement était la séquence
consensus archétype de la NCCR du BKPyV « WWM » (GenBank JQ513592.1) publiée
dans une revue de la littérature sur la NCCR du BKPyV en 2005 (163). Les résultats ont

ensuite été analysés a I'aide du logiciel Jalview (version 2.11.1.0) (217).

h. Analyse des séquences NCCR obtenues

Une analyse secondaire des NCCR séquencées a été réalisée grace aux outils bio-
informatique Alibaba2.1 (218). Les parametres par défaut ont été utilisés offrant un
compromis entre fiabilité et sensibilité des prédictions (218).

A l'aide de ce programme, |'objectif était de déterminer si les mutations
observées se situaient au sein de TFBS connus ou putatifs puis de vérifier si ces

mutations affectaient la prédiction des TFBS.
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1.  Résultats

Les caractéristiques des patients correspondant aux échantillons testés (Annexe
1.) sont résumées ci-dessous (Tableau 13.).

Sur le plan clinique, 18 des 20 patients présentaient une symptomatologie
urinaire associée a une réplication du BKPyV. 40% (n=8) des patients présentaient la
triade diagnostique de la BKPyV-CH (réplication du BKPyV a haut niveau,

symptomatologie urinaire et hématurie de grade Il ou supérieur).

0,
75% (15) TABLEAU 13. Résumé des caractéristiques
25% (5) des patients.
n= 20 patients. (H/F) : Homme/Femme.
Age moyen 43,4 (TBF): Thiotépa, Busulfan, Fludarabine.
(années) [8-67] (FB2S): Fludarabine, Busulfan, Serum Anti-
Lymphocytaire. (CSP) : Cellules Souches
40% (8) Périphériques. (MO) : Moelle osseuse.
Type de 20% (4) (SC/USP) : Sang de cordon/Unité de sang
. e (1) .
Conditionnement placentaire
40% (8)
75% (15)
Type de greffe MO 15% (3)
SC /usP 10% (2)
Hématurie 40% (8)
Signes cliniques Dysurie 90% (18)
Aucun 10% (2)
Délai moyen
greffe/découverte 68,9
[10 —408]

BKPyV urines (j)

1. Séquencgage de la NCCR du BKPyV sur échantillon initial

Le séquencage de la NCCR du BKPyV a échoué pour les patients 1 et 2. Une
vérification de la présence d’ADN dans les éluats correspondants a été réalisée a I'aide
d’'un spectrophotomeétre (NanoDrop™, Thermofischer). La présence d’ADN, a été
confirmée pour ces deux éluats mais il n’a pas été possible d’amplifier la NCCR du BKPyV
malgré plusieurs tentatives.

Pour les 18 autres patients, les chromatogrammes ont révélé une bande dont la
taille était similaire a la taille d’'une NCCR du BKPyV. Aprés séquencgage, la comparaison

des séquences obtenues avec la librairie de séquences Genbank dans BLAST® a montré
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une correspondance de 100% pour quasiment tous les échantillons avec une NCCR de
BKPyV.

L’alignement des séquences avec la séquence archétype de référence a confirmé
que la structure de la NCCR du BKPyV était archétypale pour tous les échantillons
amplifiés. Cet alignement a également permis de mettre en évidence un polymorphisme
nucléotidique entre les NCCR (Figure 10.).

Une comparaison de chaque séquence consensus avec la librairie de séquences
GenBank dans BLAST® a montré que toutes les séquences NCCR de cette étude ont déja

été publiées a I'exception d’une seule (BKPyV-Ur_16) (Tableau 14.).

Référence Séquence Homologie TABLEAU 14, Comparaison  des

(# Genbank) (BKPVV—Ur—#) (%) séquences NCCR de BKPyV avec la
librairie Genbank dans BLAST®.

WWM (JQ513592.1)

AV P ATOEY EECERNN 5;6;14;15;17;18;20

WWM3 (JQ513594.1)

WWM6 (JQ513597.1)
ou WW (M15987.1)

10;11;19

WWMS (JQ513599.1) 8 100
WWM10
16 99,73
(JQ513601.1)
WWT (M34048.1) 12 100
(LR216196.1) 7;13 100
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BKPyV-Ur 20
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FIGURE 10. Alignement des séquences NCCR avec la NCCR archétype de référence.
(.) : Nucléotide identique a celui de référence. (-): gap. NCCR archétype. « WWM »: GenBank JQ513592.1.
Séquences classées selon leur pourcentage d’homologie avec la séquence WWM.
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2. Séquencage de la NCCR du BKPyV sur échantillons supplémentaires

Lorsqu’ils étaient disponibles, plusieurs échantillons ont été analysés pour un
méme patient. Au total, la NCCR du BKPyV de 12 échantillons supplémentaires a été

séquencée (Tableau 15.).

Patients Séquencgage NCCR BKPyV urines

(#) JO S1 S2 S3 S4 S5..S7 S8

6
9
13
14
15
16
18
20

TABLEAU 15. Séquencage de la NCCR du BKPyV sur échantillons supplémentaires
(M) : Echantillon initial (J0). (™) : Echantillon supplémentaire prélevé a semaine 1,2...x
apres analyse de I’échantillon initial

Pour tous les échantillons supplémentaires analysés, nous avons retrouvé une
NCCR archétype de BKPyV. Un alignement des séquences initiales et supplémentaires a
été effectué pour chaque patient. Par rapport aux séquences initiales, aucune mutation
n‘a été détectée sur les séquences supplémentaires (Figure 11.). La totalité des
prélevements analysés qu’ils soient initiaux ou aprés évolution de I'infection a donc mis

en évidence une NCCR archétype de BKPyV.
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FIGURE 11. Alignement des séquences de NCCR de BKPyV supplémentaires.
(.) : Nucléotide identique a celui de référence. (-): gap.
(M) : Echantillon initial (JO). (™) : Echantillon supplémentaire (S1, 2...x).
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3. Analyse des NCCR séquencées

En I'absence de détection de souches de BKPyV a NCCR réarrangée, la recherche
dans notre étude, de caractéristiques spécifiques pouvant étre en lien avec I'apparition

de telles souches dans les urines des patients n’était pas applicable.

Les séquences archétypes de cette étude ont quant a elles font I'objet d’une
analyse bio-informatique pour explorer le retentissement des différentes mutations sur
la prédiction des TFBS. Un résumé de ces mutations et leur rapport avec les TFBS connus
et putatifs de la NCCR du BKPyV est proposé ci-dessous (Tableau 16.).

Parmi les TFBS déja étudiés, des mutations ont été retrouvées au sein de NF-1
(NF-1%, NF-12 et NF-13), SP-1 (SP-1%) et C/EBPa sur plusieurs de nos séquences NCCR. La
prédiction de ces sites n’a pas été affectée pour les séquences mutées en comparaison
avec la séquence archétype WWM. En revanche, d’autres mutations sur nos séquences

pourraient conduire a I'inactivation ou I'apparition de TFBS putatifs (Tableau 16.).
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Séquence WWM Mutation Incidence (n=)

T>A
12
Oct-1* L ABATTGCAAA asm - Oct-1*
14
C/EBPa L, ATTGCAAAAG 15C>G 2 (11 %) X
A>C
16
5G>T
C/EBPa L ATTGCAAAAG X
0 G>A 1(5,5 %)
LA>G
? ? 22'T >A X
WAST 2 (11 %)
G>A
26727“']s G 9 (50 %)
NFkB ,s GGGATTICCC | X
27 G > A
A>T 7 (39 %)
31T>C
SRE* 5o CCAAATATTT . 156 CEEE - SRE/HOXA4*
HOXA4* 4 AAATATTTTT “ b + C/EBPa
? ? A>T 14 (78 %) +Erg-1*
NF-11 1o ATGTAGCCAA 5 T>C 12 (66,5 %) X
197 del G
IRF-1*/ISGF-3* 1os AAGGAAAGTGCA N 2 (11 %) +PU.1* / C/EBPS*
198
NF-12 ,;; GCAGCCAGCC ,,
,,C>G 1(5,5 %) X
AP-2 10 CTGGGCAGCC , .
sp.14 a3 CCCGCCCCTG 23 G>A 9 (50 %) X
2 > 5 A>C X
2(11%
C/EBPS* 205 AACTGGCCAA G>T (%) - C/EBP 6*
13 290
NF-1 a5 TBGCCAAAGG .
o A>G 8 (44,5 %)
? ? X
136 G>A
A>T - ICSPB*
ICSPB* 355 CAGTTAAACT 36 C>A + HNF-1*
364 T>C
G>T
> ) 365 X
2(119
267 A>G (11 %)
168 C>A
o A>C
NF-18" 368 CAAAGGCCAT 377 372 G>A X
374 c > G
375_376 ins C

TABLEAU 16. Résumé des mutations de la NCCR. Conséquences sur les TFBS du BKPyV.
(*) : TFBS putatif, non étudié chez le BKPyV. (**) : Impact des mutations sur la prédiction d’un TFBS.
(X) : pas d’impact. (+) / (-) : Apparition / disparition du TFBS.

58



IV. Discussion

A I"échelle locale ce travail inédit a permis d’obtenir un apercu de la conformation
de la NCCR du BKPyV dans les urines chez 18 patients en situation de greffe de CSH. Ces
souches de BKPyV possédaient toutes une NCCR archétype et étaient pour la plupart
associées a une symptomatologie urinaire. Ce travail nous permet donc d’avancer que la
réplication du BKPyV et la survenue d’une symptomatologie associée au BKPyV en
contexte de greffe de CSH semble indépendante de I'apparition de souches de BKPyV a

NCCR réarrangée dans les urines des patients.

Ce travail vient par ailleurs étoffer le faible nombre de données et de publications
dont nous disposons sur la NCCR du BKPyV dans le cadre de la BKPyV-CH. Contrairement
a nos résultats, 3 des 7 études traitant de ce sujet (120,121,154,206,219-221) ont
détecté la présence de BKPyV a NCCR réarrangée chez une faible proportion de leurs
patients. Cette situation semble toutefois marginale avec une incidence cumulée de 8,3
% (7/84 séquences analysées) dans les urines de patients greffés de CSH, et seulement
de 3 % (1/33 séquences analysées) en considérant uniquement les patients atteints de
cystite. Malgré un effectif limité de patients (n=8) présentant la triade diagnostique de la
BKPyV-CH, nos observations rejoignent celles des autres auteurs ainsi que Sharma et al.
qui concluent a I'absence d’association entre BKPyV-CH et NCCR réarrangée dans les
urines dans leur revue de la littérature (186). Il est a noter que I'un de nos patients a
présenté une réplication soutenue du BKPyV pendant plusieurs semaines sans que nous

puissions mettre en évidence I'émergence de souches a NCCR réarrangée.

En accord avec d’autres travaux, cette étude a montré que les souches a NCCR
archétype présentaient un polymorphisme de certains nucléotides. Des efforts ont été
réalisés pour déterminer si certaines des mutations ponctuelles conféraient a la souche
virale un pouvoir pathogéene accru dans le cadre de la BKPyV-CH (120,121). Par exemple,
Priftakis et al. ont montré que la mutation 246+C > G était localisée au sein du TFBS SP-14
et significativement plus fréquente chez les patients atteints de BKPyV-CH (120). Cette
mutation n’a été retrouvée dans aucune des séquences de notre étude. De leur co6té,
Carr et al. ont mis en évidence d’autres mutations ponctuelles dont 173*C > T et 217xC> G
qui ont été décrites dans notre étude (*position selon la séquence de référence WWM).
Ces mutations localisées au sein des TFBS NF-1 (NF-1! et NF-12) et AP-2 mais n’ont pu
étre statistiguement associées a la survenue de BKPyV-CH.

D’autres mutations décrites dans notre étude étaient localisées au sein de

séquences consensus des TFBS. L’analyse de ces mutations a 'aide du programme de
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prédiction des TFBS Alibaba2.1 a retrouvé quelques différences de prédictions
concernant essentiellement des TFBS putatifs et non encore étudiés chez le BKPyV. Les
TFBS majeurs (NF-1, SP-1) dont l'activation est connue pour influencer le sens et
I'intensité de transcription des genes du BKPyV demeurent quant a eux conservés pour
toutes les NCCR de cette étude. L'impact de ces mutations sur I'activité transcriptionelle
du BKPyV nécessiterait d’autres études qui confirmeraient d’une part I'existence de
certains TFBS prédits par les algorithmes et évaluerait d’autre part leur influence sur la
transcription des génes viraux.

Par ailleurs une explication a quelques-unes des variations mineures de séquence
a été avancée par Yogo et al. en 2008. A partir d’un travail comparatif entre génotype du
BKPyV et séquencgage de leur NCCR, les auteurs ont proposé une hypothese «
évolutionniste » de la NCCR. Tout comme les mutations observées dans les genes VP1 et
LTAg du BKPyV, certaines mutations ponctuelles trouvées au sein des NCCR archétypes
seraient spécifiques des différents génotypes du BKPyV et donc le témoin d’une
évolution divergente de ces souches (160). Les auteurs ont ainsi proposé une séquence
consensus NCCR pour chaque génotype connu de BKPyV. La position des mutations
trouvées dans les séquences NCCR de notre étude concordent avec celle des mutations
décrites dans les 145 NCCR analysées par Yogo et al. (a I'exception du bloc O, non décrit
dans son intégralité). Il est intéressant de noter que la position des mutations retrouvées
dans la NCCR était également identique dans une autre étude chez des patients atteints
de BKVN (214). En revanche, malgré des similitudes, les données présentées dans la
revue de la littérature par Moens et al. montrent une plus grande variété des nucléotides
concernés par des mutations ponctuelles au sein des NCCR archétypes (163). De plus, sur
18 séquences il n’a pas été possible d’apparier 5 de nos séquences avec les séquences
consensus NCCR proposées pour chaque génotype dans I'article de Yogo et al. Ensemble,
ces éléments suggerent qu’il existerait au sein de chaque génotype de BKPyV un
polymorphisme nucléotidique de la NCCR et donc que toute ou partie des mutations
observées ne serait peut-étre pas en lien avec I’évolution du virus. Il pourrait toutefois
étre intéressant de réaliser un génotypage des souches virales de notre étude afin de

vérifier cette hypothese.

En ce qui concerne notre méthode de séquencage de la région NCCR, elle s’est
avérée performante, avec plus de 93% de réussite (30/32) a partir d’échantillons d’urine
fortement positifs pour le BKPyV. Cette technique est actuellement non pertinente dans
la prise en charge de l'infection a BKPyV mais présente néanmoins un intérét théorique
et pourrait nous permettre d’initier d’autres travaux afin d’élargir nos connaissances sur
la NCCR du BKPyV dans d’autres situations cliniques (greffe rénale, cancers...). De plus, il

serait intéressant d’évaluer le rendement de notre méthode a partir d’échantillons de
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nature différente dont la charge est souvent peu importante en cas d’infection a BKPyV.
Cela nous permettrait notamment de comparer la NCCR du BKPyV d’un site donné avec
la NCCR du BKPyV responsable de I'infection des voies urinaires afin de vérifier s’il existe
un effet de compartiment comme I|'ont suggéré certains auteurs. Cette
compartimentation permettrait aux copies d’'une méme souche virale de répliquer dans
des conditions indépendantes de celles d’un autre site anatomique, générant ainsi ses
propres variants. Une récente étude ayant analysé en paralléle les urines et le plasma de
patients transplantés rénaux contredit cette hypothése. Elle n’a pas retrouvé de

différence entre les séquences NCCR du BKPyV au sein de ces deux compartiments (214).

La principale limite de notre étude est un effectif insuffisant avec, de surcroit, une
présentation clinique hétérogéne de l'infection a BKPyV chez les patients, allant de
formes asymptomatiques jusqu'a la BKPyV-CH. Face a la faible incidence rapportée de
NCCR réarrangées dans les urines de patients en situation de greffe de CSH, il aurait été
intéressant d’inclure un effectif plus large afin de pouvoir mettre en évidence des
réarrangements et les caractériser.

Avec I'analyse de plusieurs échantillons par patient, nous souhaitions déterminer
si I'apparition de BKPyV a NCCR réarrangée était en lien avec réplication intense
prolongée du virus dans le systéme urinaire d’'un méme patient. L'inclusion de 12
échantillons supplémentaires ne nous a pas permis de mettre en évidence des souches a
NCCR réarrangée. Malheureusement, le nombre d’échantillons supplémentaires
disponible par patient était disparate et souvent prélevés a des instants différents dans

la course de linfection, ce qui limite l'interprétation de nos résultats.

Afin d’augmenter la robustesse de la prédiction in silico des TFBS dans cette
étude, nos résultats auraient peut-étre di étre confrontés a des outils bio-informatiques
de prédiction supplémentaires qui s’appuient sur d’autres algorithmes et bases de
données de facteurs de transcription. Une synthese de cette analyse comparative aurait

ainsi pu améliorer pertinence de nos prédictions.

Le séquencage par la méthode Sanger utilisée dans notre étude pourrait
également apparaitre comme une limite technique car elle est peu sensible, ne rendant
compte que de la souche majoritaire au sein de I’échantillon. Au contraire, I'utilisation
de la NGS aurait pu nous permettre de déterminer si un ou plusieurs BKPyV a NCCR
réarrangée étaient présents au sein de la population de BKPyV a NCCR archétype et
d’étudier le cas échéant leur structure et leur dynamique d’apparition dans le temps. De
telles données peuvent s’avérer précieuses pour comprendre les mécanismes et dans

quelles conditions les réarrangements de la NCCR peuvent survenir. En revanche, il est
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peu probable que la détection de ces variants minoritaires soit pertinente cliniquement
tant qu’ils ne représentent pas une proportion significative des virus isolés chez le
patient. La capacité d’un variant a se maintenir ou a croitre au sein d’une population
virale constitue un indicateur soit d’une pression de sélection (par exemple
médicamenteuse) en faveur de ce dernier, soit d’'un meilleur « fitness » (capacité
réplicative) par rapport a la souche initiale. Le séquencgage par la méthode Sanger, par
son défaut de sensibilité, présente in fine I'avantage de révéler les séquences des
souches virales les plus aptes a répliquer et par conséquent a entrainer une pathologie
liée au BKPyV.

V. Conclusion

Tout comme les autres polyomavirus, le BKPyV est un virus peu étudié en
comparaison avec les autres virus impliqués en pathologie humaine. Depuis sa
découverte, la mobilisation scientifique a toutefois permis de mieux comprendre le cycle
biologique du BKPyV, sa pathogénicité et d’optimiser les prises en charges des patients
dans la limite des ressources thérapeutiques dont nous disposons a ce jour.

Ce travail met en avant quelques points importants concernant la réplication du
BKPyV chez les patients d’hématologie greffés de CSH. La détection de NCCR réarrangées
dans le cadre d’une infection liée au BKPyV et la BKPyV-CH semble un évenement rare
puisqu’aucune souche réarrangée n’a été détectée sur nos 32 échantillons. De plus les
NCCR réarrangées ne semblent pas associées a I'apparition d’une symptomatologie liée
au BKPyV. Enfin, il existe des variations mineures de séquences entre les NCCR
archétypes des différentes souches de notre étude dont l'origine et la signification
restent a déterminer.

La NCCR est un élément clé du génome du BKPyV, remarquable par sa plasticité,
qui régule la transcription de ses génes et sa réplication. Sa propension a se présenter
sous forme réarrangée in vitro et in vivo a fait I'objet d’investigations pour tenter
d’éclaircir la signification et les éléments déclencheurs d’une telle configuration. Les
observations in vitro en faveur d’une pathogénicité accrue et d’un pouvoir transformant
des souches de BKPyV a NCCR réarrangée en font un champ d’investigation stimulant qui
peine a trouver des réponses claires en pathologie humaine. Une mobilisation plus
soutenue reste donc a mettre en oceuvre pour collecter davantage de données qui

offriront 'opportunité de lever ces incertitudes.
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Revue de la bibliographie sur la région non codante du BK virus. lllustration par I’étude de la
région non codante du BK virus chez 18 patients bordelais

Résumé : Le BK virus (BKPyV) est un virus a ADN de la famille des Polyomaviridae découvert en 1971. C’est
un virus ubiquitaire, strictement humain dont le réservoir s’établit aprés la primo-infection dans le rein et le
tractus urinaire. La primo-infection et les réactivations sont habituellement asymptomatiques mais constituent
cependant une menace pour la santé des patients immunodéprimés en contexte de greffe rénale ou de greffe de
cellules souches hématopoiétiques.

La région non codante du BKPyV, remarquable par sa plasticité, peut se présenter sous forme sauvage
dite « archétype » ou réarrangée comportant des duplications et délétions en bloc. Par son interaction avec des
facteurs de transcription cellulaire, elle orchestre la réplication de I’ADN viral ainsi que la transcription de genes
viraux précoces et tardifs. L'origine et la signification des réarrangements est incertaine. Des données
expérimentales suggérent que les souches de BKPyV arborant des réarrangements seraient associées a une
pathogénicité plus importante, un tropisme cellulaire élargi ou encore un pouvoir transformant accru. Ces
caractéristiques peinent toutefois a étre confirmées in vivo.

Afin d’illustrer ces problématiques, nous avons séquencé puis analysé la structure de la région non
codante du BKPyV répliquant a haut niveau dans les urines de 18 patients en situation de greffe de cellules
souches hématopoiétiques entre le 01/04/2019 et le 31/03/2020 au CHU de Bordeaux. L’ensemble des régions
non codantes du BKPyV séquencées était de conformation archétype. Les réarrangements de la région non
codante semblent donc étre un événement rare et non associé a une réplication intense ainsi qu’a la survenue de
cystite hémorragique liége au BKPyV. Un polymorphisme de plusieurs nucléotides a par ailleurs été mis en
évidence et pourrait affecter la distribution des sites de liaison aux facteurs de transcription selon notre analyse
prédictive. L'influence de ces variations de séquence sur transcription des genes viraux reste néanmoins a étre
précisée.

Mot clés : BK virus, cycle biologique, région non codante, réarrangements, séquencgage, transcription,
facteurs de transcription, néphropathie a BK virus, cystite hémorragique

BK polyomavirus non coding control region. A review. Characterisation of 18 patient derived BK
polyomavirus non-coding control regions in Bordeaux University Hospital

Abstract: BK Virus (BKpyV) is a DNA virus discovered in 1971 which belongs to the Polyomaviridae family.
This virus is restricted to humans and widely spread within the population. After primary infection the virus
establishes latency in kidneys and the urinary tract. Primary infection and reactivation are usually asymptomatic
but may turn into a severe threat for imnmunocompromised patients who have undergone renal transplantation or
hematopoietic stem cell transplantations.

BKPyV non coding control region is remarkable for its plasticity. It can be found in wild-type conformation,
called “archetype”, or rearranged conformation which harbors block duplications and/or deletions. Through its
interaction with cellular transcription factors, it orchestrates the replication of viral DNA as well as the
transcription of early and late viral genes. The source and significance of such rearrangements remain unclear.
Experimental data suggest that rearranged BKPyV could be associated with increased pathogenicity, enlarged
cellular tropism or oncogenic properties. However, these features need to be confirmed in vivo.

In our study, we have sequenced then analyzed the non-coding control region of BKPyV found to replicate
at high level in the urine of 18 patients after hematopoietic stem cell transplantation between 04/01/2019 and
03/31/2020 at University hospital of Bordeaux in France. All of the sequenced BKPyV non-coding control regions
harbored archetype conformation. Thus, rearrangements of the non-coding control region seem to be rare in this
context and not associated with high level replication of the BKPyV and BKPyV hemorrhagic cystitis. Besides, our
archetype sequences revealed nucleotide polymorphism. A predictive analysis showed that those variations could
dffect transcription factor binding sites distribution among the non-coding control region. Whether such variations
influence BKPyV gene transcription remains to be clarified in further studies.

Keywords: BK polyomavirus, biology, non-coding control region, rearrangements, sequencing,
transcription, transcription factors, BK polyomavirus nephropathy, haemorrhagic cystitis
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