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1.RESUME

Le polyomavirus BK (BKPyV) est un virus ubiquitaigont la séroprévalence dans la
population générale est de 90%. Il induit chez pedients transplantés rénaux une
néphropathie tubulo-interstitielle pouvant conduwirene perte du greffon. Il n’existe pas de
molécule approuvée pour le traitement de cetteopagie et la prise en charge consiste en
une diminution du traitement immunosuppresseur.

Le complexe SMC5/6 a déja été identifie comme factke restriction virale dans d’autres
virus & ADN (VHB, HPV, HSV) ainsi que le VIH. De migre intéressante, des expériences
d’interactomique proximale ont permis de montrartéraction de 'AgT du BKPyV avec ce
complexe. Une évaluation par immuno-empreinte atr@éonne diminution de 50% de
'expression de SMC6 dans des cellules Vero, asdlde rein de singe vert, infectées avec le
BKPyV ou exprimant de fagon transitoire les progésiwirales précoces (LTAg et stAg).
L'autre objectif de ce travail était d’évaluer lfmessionin vivo chez des patients atteints de
néphropathie a BKPyV a partir de matériel de biepénale. L’évaluation de I'expression par
immuno-histochimie de SMC5 a été évaluée sur sbiapsies rénales issues de quinze
patients suivis au CHRU de Tours et pour lesquetsnéphropathie a BKPyV était affirmée
ou fortement suspectée. Pour évaluer I'expressio8MC5, un systeme a trois catégories a
eété proposé (>75% d’expression normale, 75-25% pdéssion normale et <25%
d’expression normale). Les virémies moyennes ddroes groupes étaient bien corrélées au
niveau d’expression : plus I'expression était dindie, plus la virémie était haute, sans que
ces différences soient néanmoins statistiquemgnifisiatives.

L’anticorps utilisé en immuno-histochimie en praggcourante pour affirmer I'implication du
virus BK dans une néphropathie, dirigé contre l&AgTu SV40 étant parfois négatif sur des
biopsies montrant pourtant des effets cytopathag@bhechez des patients avec une virémie
positive, nous avons voulu, afin de disposer d'unil diagnostique efficace, évaluer un
anticorps dirigé contre le LTAg du BKPyV disponitde laboratoire (clone 8B4) et ayant
montré son efficacité en immuno-empreinte et en umoafluorescence. Cet anticorps n'a

cependant pas montré une efficacité clinique sapégia I'anticorps utilisé en routine.
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2.ABSTRACT

BK polyomavirus (BKPyV) is a ubiquitous virus withseroprevalence of 90% in the general
population. It induces tubulointerstitial nephrdpatn kidney transplant patients, which can
lead to graft loss. There is no approved molecatettie treatment of this disease and the
management consists in reducing the immunosuppeessiatment.

One of the objectives of this work was to identiictors limiting viral replication. The
SMC5/6 complex has already been identified asal wéstriction factor in other DNA viruses
(HBV, HPV, HSV) as well as HIV. Interestingly, prioxal interactomics experiments have
shown the interaction of BKPyV AgT with this compldmmunoblot evaluation showed a
50% decrease in SMC6 expression in Vero cellsgairgreen monkey kidney cells, infected
with BKPyV or transiently expressing early virabpeins (LTAg and stAg).

The other objective of this work was to assessivio expression in patients with BKPyV
nephropathy using renal biopsy material. The evmnaof SMC5 expression by
immunohistochemistry was assessed on sixteen beoasies from fifteen patients followed
at the CHRU of Tours and for whom BKPyV nephropathigs confirmed or strongly
suspected. To assess SMC5 expression, a threepasgtem was proposed (>75% normal
expression, 75-25% normal expression, and <25% aoexpression). The mean viremia of
these three groups correlated well with the expoaskevel: the lower the expression, the
higher the viremia, although these differences wetestatistically significant.

The antibody used in immunohistochemistry in curpgactice to confirm the involvement of
BK virus in nephropathy, directed against the LTé&gSV40, being sometimes negative on
biopsies showing cytopathic effects and in patiemith a positive viremia, we wanted to
evaluate an antibody directed against the LTAg KPBV available in the laboratory (clone
8B4) and having shown its efficiency in immunoinmprand immunofluorescence. However,

this antibody did not show superior efficacy to #mibody used routinely.
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3.INTRODUCTION

3.1 Généralités sur les polyomavirus
Le premier polyomavirus, le polyomavirus murin (nvPya été découvert en 1953 par

Ludwik Gross, par hasard lors de travaux sur l@deiie murine viro-induité. Les souris
infectées par ce virus présentaient de multiplesetus solides et c’est cette caractéristique
gui a donné son nom a la famille des polyomavipay(signifiant plusieurs en grec eima
signifiant tumeur).

Le second, I&imian Vacuolating Virus 4(65V40) a été isolé en 1960 dans des cultures
de cellules de macaque rhésud 'étude du SV40 a été d'une importance capitalarga
compréhension de nombreux mécanismes en biolodjidaie et moléculaire des cellules
eucaryotes, comme par exemple la réplication, $&qye, le cycle cellulaire ou encore
'apoptose. De méme, I'étude de I'antigéne graral contribué a la découverte de la p53 et a
la détermination du réle de la protéine du rétiastome (pRB) ainsi que du facteur de
transcription E2F.

Le polyomavirus BK (BKPyV) est le premier polyomais humain. Il a été découvert en
1971 par Gardner a partir d'urine d'un patient s@anté rénal de 39 ans d'origine
soudanaise souffrant de sténose urétérale etewiiitiales étaient B. K.

Selon la derniére classification taxonomique d€TV, ce virus est classé dans le genre
Betapolyomavirusle la famille de®olyomavirida€®. Il s’agit d’un virus strictement humain,
dont la primo-infection survient dans I'enfance paie respiratoire.

Les autres polyomavirus humains associés a deolpgibs chez 'Homme sont le
MCPyV induisant une large majorité des carcinomesliales de Merkel, le JCPyV induisant
la leuco-encéphalopathie multifocale progressiwe, TEPyV induisant la trichodysplasie
spinuleuse, le NJPyV responsable de myosite eh émfHuman polyomavirus 6 et le Human
polyomavirus 7 tous les deux associés a des attettgdrmatologiques (prurit et dyskératose).

En plus de ces sept polyomavirus associés a deslpgies, huit autres polyomavirus ont
été décrits chez 'Homme sans que ceux-ci ne sopnir I'heure reconnus comme

responsables de patholo§ie
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3.2 Polyomavirus BK : caractéristiques virologiques

3.2.1 Organisation génomique

Le génome du BKPyV est constitué d’'un ADN doubli lmirculaire d’environ 5 kb. I
est organisé en une région précoce codant LTagge T antigepy truncTAg (truncated T
antigen)et stAg émall t antigep et une région tardive codant VP1, VP2, VP3, Iggotéine
et les micro-ARN viraux. Ces deux régions sont si&gmpar une région contréle non codante
NCCR (Non Coding Control Regigr{Figure 1).

A Tag VaEmn & NFT AEis-1 A NFB

A aa  aba v & 4 & o asa A A
o{142 bp} | pesve  [apsbp| Rissbp) | swive |

ORI L| CLﬁlE ]Iié T,l';,;-lriji;g &F_!EI{PRE
TATA elements ERE ;

VP3

TAg

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

VP1

3p-miRNA =« 55.miRNA

Figure 1 : Organisation du génome du BKPyV

Le génome présente trois régions : la région précoadant le LTAg (TAQ), le truncTAg et le
stAg (tAg), la région tardive codant VP1, VP2, VPa&gnoprotéine et les micro-ARN viraux
(vmi). Ces deux régions sont séparées par la regoncodante NCCR (Non-Coding Control
Region) constituée de 5 séquences O, P, Q, R, qtiSomporte l'origine de réplication
virale ORI, une TATA box, des éléments TATA-likiestsites de liaisons pour le LTAg et les
facteurs de transcription SP1, Nfl, Ets-1 etdBF(Helle et al.Y
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Le NCCR est divisé en cing séquences O, P, Q, & ,c8mporte 'origine de réplication
virale ORI, une TATA box, des éléments TATA-likensi que des sites de liaisons pour le
LTAg et des facteurs de transcription (SP1, Nf§-Etet NKkB).

3.2.2 Expression des genes viraux

3.2.2.1 Région précoce
Les premiers transcrits viraux exprimés codenpteteines précoces LTAg, truncTAg

et stAg. Le promoteur précoce est situé dans looméBNCCR et est reconnu par I'ARN
polymérase Il ainsi que par des facteurs de trgotgan cellulaires. Le LTAgQ est une protéine
de 695 acides aminés (80 kDa) organisée en 5 ftayure 2) : en N-terminal se trouve un
domaine J présentant une importante homologie Bgeprotéines de la famille DnaJ. Ce
domaine interagit spécifiquement avec la protéinaperonne Hsc70 et joue ainsi un role
dans la réplication viral® Le deuxiéme domaine correspond & un motif LXCXEsg lie &

la protéine Rb et aux autres membres de cettel&a(pil07 et p130) permettant ainsi I'entrée
et la progression du cycle cellulaire par la littéra d’'E2F et facilitant donc la réplication
virale °. Le troisitme domaine est un signal de localisatiocléaire (NLS). La quatriéme
région correspond au domaine hélicase. Enfin, taide région correspond a un domaine de
liaison a la p53, cette interaction contribuantspindirectement a I'entrée de la cellule en

phase S du cycle cellulaité®.

1|
NLS E”J Helicase

‘Oribinding L mpe ]
|
|

| | p53 binding domain

T —
S —

Figure 2 : Structure du LTAg du BKPyV
Le LTAg contient 5 domaines : en N-terminal un domal interagissant avec la
protéine chaperonne Hsc70, un domaine LXCXE quneela liaison a pRb, un domaine

NLS, un domaine hélicase et un domaine de liaisarpd3 (Delbue et al}*
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Le truncTAg comporte 136 acides aminés (17 kBfa)Cet antigéne résulte de
I'épissage alternatif de TARNm avec excision duxiéme intron de ’ARNm du LTAg. Les
133 premiers acides aminés sont identiques a cel¥ Ag mais I'épissage alternatif conduit
a un changement de cadre de lecture faisant aprpatai codon stop. La région tronquée
correspond aDNA-Binding domain(DBD), Zinc binding domairet domaine ATPase.

Le domaine DBD du LTAg reconnait la séquence GAGE€sente en quatre copies
au niveau de l'origine de réplication. Le domaire lchison au zinc est responsable de
’hexamérisation du LTAg qui est la forme active ldetlicase. Le domaine ATPase fournit
'énergie nécessaire a I'activité hélicase. Undipaitu domaine hélicase lie la protéine p53

empéchant ainsi I'arrét du cycle cellulaire et pfose.

Le stAg comporte 172 acides aminés (20 kDa). lltgur 82 acides aminés en
commun avec le LTAg et contient donc la région DNeRIN terminal suivie par une région
spécifigue contenant deux motifs en doigts de zimpliqués dans les interactions
ADN/protéine ou protéine/protéine et en particubgec la protéine phosphatase 2A (PP2A)
conduisant a une inhibition de celle-ci et affetfalnsieurs voies de signalisation (dont AKT-
mTor, PI3K) qui sont impliquées dans la progressiancycle cellulaire et la régulation de

I'apoptose®.

3.2.2.2 Région tardive
La région tardive code principalement pour lesdiras de capside : la VP1 qui est la

protéine majeure de capside et les protéines mesediP2 et VP3.

Le polyomavirus BK est un virus nu a capside icdsgée composée de 72 capsomeres
(symétrie T=7) et mesurant 45 nm. Un capsomeérarepentamere de la protéine majeure de
capside VP1 associé a I'une des deux autres pesté@mineures de capside VP2 ou VP3. La
protéine VP1 (362 acides aminés, 42 kDa) est |&&pr® permettant I'entrée du virus dans la
cellule ciblevia une interaction avec les récepteurs gangliosidique variabilité génétique
existante au niveau du géene VP1 sert de base daifttation génotypique du BKPyV. En
effet, il existe 4 génotypes : |, I, lll et IV awgour certains plusieurs sous-types (la, Ib). Le

génotype | est le plus fréguent dans le monde (&9ant le IV (15%}*.
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La protéine VP2 (351 acides aminés, 38 kDa) et \@&3yersion tronquée en N-
terminal, (232 acides aminés, 27 kDa) présenteatrégion de liaison a la VP1, une région
de liaison a 'ADN et un NLS. Elles ne sont pasasSaires a I'assemblage des capsides, leur

absence ne modifie pas leur stabilité mais afféstiquement I'infectiosit&.

L’agnoprotéine est une protéine de 66 acides ami@dsDa) dont le rble est peu
décrit. Une délétion de celle-ci conduit & une dimion de I'infectiosité du BKPyV®. Des
travaux d’interatomique ont également montré gagrlibprotéine interagissait avec l'alpha-
SNAP et pourrait donc avoir une action sur I'exosg’’. Enfin, I'agnoprotéine interagirait
avec le PCNA Rroliferating Cell Nuclear Antigenet aurait ainsi un réle d’inhibiteur de la
réplication virale en fin de cycle virdi.

D’autres éléments assurent également cette fondéaégulation du cycle : les micro-
ARN viraux (vmi-ARN), codés par la région tardive éont les séquences sont
complémentaires des transcrits précoces. L'expmesges vmi-ARN permet d’exercer un
rétrocontrble négatif de I'expression des protéimeales précoces. Les vmi-ARN ciblent
egalement le messager de la protéine cellulaireRB_&ui est un ligand de NKG2D, protéine
transmembranaire des lymphocytes T-NK, diminuardrsalleur effet cytotoxique et

constituant ainsi un mécanisme d’échappement da@ragsmmunitaire®.

3.2.2.3 Région de contrdle non codante NCCR
Cette région est divisée en cing séquences : @, IR et S. Elle comprend l'origine de

réplication ORI, une TATA box, des éléments TATKe, et des sites de liaisons pour le
LTAg et les facteurs de transcription Spl, NF1;Ett NkB. Cette région est assez variable
d’'une souche virale a l'autre. Le réarrangemempius fréquent implique la région P avec une
duplication ou une triplication de celle-&igure 3). Les virus avec un NCCR « archétype »
ont une expression plus importante des genes saalifmoindre des génes précoces. A
l'inverse, les réarrangements dans le NCCR condud&eaine augmentation de I'expression
des genes précoces et a une diminution de cellgéess tardifs conférant a ces souches

virales une pathogénicité plus importaffte
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Figure 3 : Organisation de la région NCCR du BKPyaAfchétype et du BKPyV souche
Dunlop. Il existe dans la souche Dunlop une triplicatala région P. Les fleches rouges
indiquent le sens de la transcription précoce stfleches vertes de le sens de la transcription

tardive (Yang et af}

3.3 Cycle viral

Le BKPyV se fixe a la surface de la cellule cibfes® liant & un récepteur portant des
gangliosides, en particulier GT1b et GD%b L'internalisation est médiée par endocytose
cavéole-dépendanté dans un délai d’environ quatre heufésAprés I'endocytose, le virion
passe par 'endosome tardifpuis atteint le réticulum endoplasmique (R le réseau de
microtubules en environ dix heures post-infectidn Dans le RE, le virion subit I'effet des
disulfure isomérases et réductases aboutissardg dagapsidation partielle et a une exposition
de VP2 et VP3°?'. L'entrée dans le noyau se fait par le pore nireé&n effet, les protéines
VP2 et VP3 exposées apres décapsidation partiefieeptent des signaux de localisation
nucléaire accessibles & I'importin& 2%. Une fois dans le noyau, I'expression des génda de
région précoce se fait environ 24 h apres infectioes protéines néosynthétisées sont
acheminées dans le noyau grace a leur NLS a I'teceplu stAg. Le LTAg va alors
s’hexamériser puis deux hexameres s’assembleet fetesit au niveau du motif GAGGC de
'OBD afin d'initier la réplication virale de manie bidirectionnelle. Puis, les genes tardifs
sont exprimés, avec l'aide du LTAg qui se fixe aeau du NCCR et joue un réle de facteur
de transcriptiori®. Les protéines VP1, VP2 et VP3 néosynthétiséesdingées vers le noyau
pour s’assembler autour des génomes viraux nouwefle synthétisés. Les premieres
particules virales apparaissent dans le noyau firus post-infectior®. Puis, les particules
virales s’accumulent dans le noyau et sont finatemalarguées par la lyse cellulaifdure
4).
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Figure 4 : Cycle viral du BKPyV

Le virus se lie aux récepteurs gangliosidiques (GT&D1b) (1), puis est internalisé par
endocytose cavéole-dépendante, il transite pardbsome précoce (2), puis le réticulum
endoplasmique (3) ou il subit une étape de décafiei partielle (4). Le génome est ensuite
acheminé dans le noyau par le pore nucléaire (®s hQenes de la région précoce sont
transcrits, puis traduits dans le cytoplasme pa@d.TAg est dirigé vers le noyau (7), ou il
s’hexamérise et se fixe sous la forme de deux s@pierigine de réplication virale (ORI) et
initie la réplication virale. Les genes de la régitardive sont ensuite transcrits (8), traduits
dans le cytoplasme et les protéines produites ehtitans le noyau. Les protéines VP1, VP2
et VP3 s’assemblent alors autour de 'ADN viral r8mthétisé pour former de nouvelles
particules virales (9) qui seront ensuite relargsi@n dehors de la cellule infectée par un

mécanisme soit lytique (10) soit non lytique (Halle et al.)’
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Récemment, la libération non-lytique des particwiesles enveloppées dans des vésicules a

été décrite®! 3 (Figure 5).

Figure 5 : Libération virale non lytique
Libération de particule virale par mécanisme notigye via des vésicules enveloppées
contenant des particules virales (fleche blancl&). comparaison, présence de particules

virales nues au contact des cellules Vero (fléasieel (d’aprés Handala et.afy

3.4 Pathologies associées au BKPyV

3.4.1 Primo-infection et histoire naturelle
Dans un premier temps, le virus va infecter lesusisde la sphére ORE pouvant se

traduire cliniquement par une symptomatologie maspire haute mais cette primo-infection
est bien souvent asymptomatique.

Le virus ayant été retrouvé dans les eaux uségsudiEurs pays a travers le monte
une transmission uro-orale mais également féceosant suggérées. Concernant la
transmission féco-orale, des études ont en effettn@da présence de BKPyV dans les selles
%, La transmission peut également se faire parptantation d’un rein infecté par le BKPyV
chez un patient séronégatif pour celuf’ciEnfin, de facon plus anecdotique, le BKPyV serait
transmissible par voie transplacentafte

Le virus transiterait par la suite par voie sanguiomme en atteste sa présence dans les
cellules mononuclééed pour enfin persister a vie sous forme épisomates dzpithélium
rénal et l'urothélium. Le BKPyV infecte largemerd population mondiale puisque sa

séroprévalence dans la population générale estithen90%>°.

21



Une faible réplication virale asymptomatique estsabée chez les sujets
immunocompétents au sein des cellules tubulairedeg ou urothéliales se traduisant par une
faible virurie chez 4 & 7% des sujéfs Cette réplication est contrdlée par I'immunité
cellulairé. L'utilisation depuis 1995 de puissants immunosapgeurs (Tacrolimus,
Sirolimus, Mycophenolate Mofetil) s’est traduiter pge diminution du rejet aigu de greffe et
s’est accompagné par une augmentation du nomhmépteopathies a BKPyt’. En effet, le
virus présent a l'état latent, moins soumis a laspion du systéme immunitaire va se
réactiver, étre retrouve tout d’abord dans lesa#i{80-50% des patients), puis dans le sang
(10-15% des patients) pour aboutir a une néphrapa@hBKPyV dans 5% des cas avec
potentiellement la perte du grefféh(Figure 6).

Senaprévalence > 80 % de & population génerale

——

Virume BEy
304 50%

24 4 semaines
Wirurie = virgmie By
10 415 %

143 mols

Wirurie + wrémie 4
néphropatie @ BEy
5%

12 semaines

Temps

Figure 6 : Evolution au cours du temps de l'infectin a BKPyV chez les patients

transplantés rénaux (Lanot et al¥f

Plusieurs facteurs de risques associés a la néhiepa BKPyV ont été décrits : des
facteurs liées au donneumi{smatchHLA, donneur décédé, taux élevé d'anticorps anti-
BKPyV, sexe féminin), des facteurs liés au recevdége éleve, sexe masculin, faible taux
ou absence d'anticorps anti-BKPyV) et liés a laffgre(stent urétéral, haute dose

d'immunosupresseur, association tacrolimus-mycoplaée mofétil, absence ou faible
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réponse mediée par les lymphocytes T) et enfinratransplantation apreés perte du greffon

précédent pour cause de néphropathie a BKByV

3.4.2 Méthodes diagnostiques non-invasives des infections a BKPyV

Plusieurs méthodes non invasives permettent daematt évidence une infection par le
BKPyV. En cytologie urinaire, desecoy cells» , ou cellules leurres, ainsi nommeées car
pouvant évoquer des cellules de carcinome urothddidaut grade et correspondant en réalité
a des cellules tubulaires infectées par le BKPyMvpat étre mises en évidence. Ces cellules
présentent souvent un noyau volumineux, excenwéc ain cytoplasme peu abondant,
réalisant une trainée donnant un aspect en «comddes inclusion nucléaires virales

peuvent également étre observddgyre 7) *

Figure 7 : Aspect cytologique des « Decoy cells »
Noyaux volumineux excentrés avec trainée cytoplasmique : aspect en « comete »(A). Présence

d’inclusions nucléaires virales (B) (d’aprésTummidi et al.) **

Le Haufen tesguant a lui consiste en la mise en évidence enostopie électronique a
transmission de particules virales s’étant agrégies I'urine avec la protéine de Tamm-
Horsfall. Il est alors visualisé des agrégats dpsickes virales avec un aspect en trois

dimension Figure 8).
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Figure 8 : Haufen test

Aspect des agrégats de particules virales en micnoie électronique (d’aprés Nickeleit et al)
44

Enfin, les techniques les plus utilisées en praticpurante sont les techniques de biologie
moléculaire consistant a mettre en évidence le ménuiral, soit dans le sang, soit dans
'urine, par amplification des séquences codantpletéines de capsides VP1 et VP2 ou du
LTAg du BKPyV. Ces techniques ont l'avantage d’étren seulement qualitative mais
permettent également la quantification de la changde.

Des seuils cliniques de charge virale ont été @aligdour déterminer au mieux la prise en
charge des patients, a savoir 7 logl0 copies/mi [@owirurie et 4 log1l0 copies/ml pour la

virémie et conditionner ainsi I'attitude thérapgue: Eigure 9) 2.
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Figure 9 : Dépistage et prise en charge des patanansplantés rénaux présentant une
réactivation du BKPyVBKPVN : néphropathie & BKPy(d'aprés Hirsch et al.{?

Les Sensibilité, Spécificité, Valeur prédictive piog et Valeur prédictive négative des

différentes techniques décrites ci-dessus soneptéss dans kableau 1.



Tableau 1: Caractéristiques des méthodes diagnostiquesmasives d’infection a BKPyV

(d’aprés Sawinski et af

Méthode diagnostique Sensibilité (%) Spécificité (%) Valeur prédictive positive (%) Valeur prédictive négative (%)
Cytologie urinaire (Decoy cells) 25 84 29 100

Haufen test 100 99 97 100

PCR urine 100 78 40 100

PCR sang 100 88 50-60 100 J

Cependant, ces méthodes ne font que mettre ennéeide présence et la réplication du
BKPyV mais ne permettent pas d’évaluer une éveletumtération du parenchyme rénal.
Aussi, la ponction-biopsie rénale reste la clé d@éite du diagnostic de néphropathie a
BKPyV. Ce geste, invasif, est a risque de compboat et doit étre réservé a des cas bien
particuliers : une virémie élevée > 4 log 10 cofmgsaccompagnée d'une anomalie de la

fonction rénale.

3.4.3 Histologie des néphropathies a BKPyV

Histologiquement, la néphropathie tubulo-interstiéi associée au BKPyV (BKPVN) se
traduit par une atteinte tubulaire avec présenpeldsions virales basophiles au niveau des
noyaux des cellules tubulaires qui présentent peasen verre dépoli et une atteinte

interstitielle avec présence d’un infiltrat inflaratnire mononucléé interstitiél (Figure 10).
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Figure 10 : Aspect histologique de la néphropati@ieBKPyV

Les noyaux des cellules tubulaires infectées (@éuire) sont de grande taille, d’aspect en
verre dépoli avec présence d’inclusion basophilétérstitium est le siége d'un infiltrat
inflammatoire mononucléé (fleche blanche). (Clidhensmis par le Dr. Marie-Christine
Machet-Service d’Anatomie et Cytologie Pathologguke I'hopital Trousseau-CHRU de

Tours.

Le diagnostic de certitude de I'implication du BRPgans la pathologie est posé par une
immunohistochimie réalisée avec un anticorps am#d. du SV40, cross-réactif avec le
LTAg du BKPyV.

3.4.4 Autres pathologies associées au BKPyV

Le BKPyV infectant l'urothélium, des atteintes sifi§ces de ce revétement sont
également observées. Chez les patients grefféselfides souches hématopoiétiques, la
symptomatologie est différente et se traduit paulvenue de cystite hémorragique. En effet,
en plus d’'une immunosuppression profonde, l'utiia de molécules de chimiothérapie
cytotoxiques pour les cellules urothéliales potirpgrmettre au virus de se répliquer plus
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facilement. De méme, la réaction allo-immune Idtsd GVH pourrait également avoir un

réle pathogénique importafft

Une autre manifestation consiste en des sténosésrales qui surviennent chez 3 % des

patients transplantés rénaux dans I'année quisstriansplantatiofi’

Enfin, le pouvoir oncogene du BKPyV est encore tébamais plusieurs cas
d’association entre le BKPyV et des tumeurs ur@jogs ont été rapportés chez des patients
transplantés : carcinomes urothéliaux de ve8siarcinome réndf’ et méme des carcinomes
de prostate dans une population non transplafitéééanmoins, I'intégration du génome du
BKPyV dans les cellules tumorales reste un événenrit mais extrémement rare (un cas
sur 268 patients atteints de carcinome urothékaliessie, 0 cas sur 50 patients atteints de
carcinome rénal a cellules claires, O cas sur Ti@mta atteints de carcinome rénal papillaire
et 0 cas sur 66 patients atteints de carcinomeraphobe™)

Devant le manque de preuve suffisante, le BKPyMWeredonc classé a ce jour

« possiblement cancérigéne pour ’'homme » par ITAR

3.5 Complexe SMC5/6

Le complexe SMC5/6Structural Maintenance of Chromosonest I'un des trois complexes
SMC connu & ce jour chez les eucarydtes. Il est composé d’'un hétérodimére des protéines
SMC5 et SMC6 associé a quatre protéines non SMEMGE1, NSMCE2, NSMCE3, et
NSMCE4 Figure 11).
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Figure 11 : Organisation du complexe SMC5/6

Le complexe SMC5/6 est un composé de deux pro@Me€s. SMC5 et SMC6 et de quatre
protéines non SMC : NSMCE1, NSMCE2, NSMCE3 et NgMa#hologues humains des
protéines NSE1-2-3-4 chez la levure). Les protéBMES5 et SMC6 se connectent 'une a
l'autre au niveau d’une région charniére (hinge) peurs domaines N- et C- terminaux.
Cette structure annulaire permet d’encercler ’AON sous-unité NSMCEZ2 a une activité
SUMO-ligasé”.

Ce complexe a un réle important dans la réplicatianségrégation et la réparation des
chromosomes®. Par ailleurs, plusieurs études ont montré sorligamipn comme facteur
limitant la réplication virale dans plusieurs maelChez 'HPV-31Human Papillomavirus
type 31), une déplétion de SMC6 et NSE1 induit angmentation de la réplication virale.
SMCS6 interagit avec la protéine E2 et entre en citipn avec la protéine ET. Il a été
montré que le complexe SMC5/6 était retrouvé aweanivdu centre de réplication virale
suggérant un réle dans la réplication et la maariea des épisomés. Chez le virus de
'hépatite B (HBV), le complexe SMC5/6 est la cilddHBx qui détourne I'E3 ubiquitine
ligase DDB1 afin de dégrader le complexe SMCB/@e plus, une déplétion du complexe
SMC5/6 restaure la réplication d’'un HBV ne codahispHBx °’ apportant un argument
supplémentaire sur le fait que le complexe SMCblfejbien un réle de limitation de la
réplication chez ce virus. De plus, en entrainandégradation du complexe SMC5/6, HBx

diminuerait la réparation de I'ADN par recombinaischomologue, entrainant une
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accumulation d'altérations génétiques conféransiain pouvoir carcinogéne a HBX Il a
également été démontré qui une interaction avec PJAL, une autre ubiquitipade, le
complexe SMC5/6 serait un facteur limitant la régiion virale d’'HSV-T° .

Trés réecemment, une interaction entre SMC5/6 et BlHVégalement été démontrée. La
encore, la dégradation du complexe passe par urmnms@ce d’ubiquitinylationvia une

interaction avec la protéine virale RTA.

Le complexe SMC5/6 interfere également avec le ¥IH-e complexe SMC5/6 est recruté
via la protéine SLF2 et vient alors contraindre et paater la chromatine virale empéchant
ainsi I'expression des génes viraligure 12).

Unintegrated HIV-1 genome _
{linear DNA, 1-LTR or 2-LTR circle) SMC5/6 complex

B

Figure 12 : Recrutement du complexe SMC5/6 a ’'ADN non intégr¥IH-1 via la protéine
SLF2 (A). Contrainte et compaction de I’ADN virarpge complexe SMC5/6 (B) (d’apres
Dupont et al§°

Pour contourner ce mécanisme, la protéine Vpr dd ¥fhtraine une dégradation de SFL2

empéchant ainsi le recrutement du complexe SM&5/6
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Enfin, en dehors de son role de facteur limitantéplication virale, le complexe SMC5/6
pourrait présenter un role important en oncolodie. effet, une étude récente invite a
considérer le gene SMC5 comme un gene suppressdunmeur. Les auteurs ont montré que
chez des patients atteints de cancer colorectaRjC@he diminution d’expression de SMC5
était associée & un moins bon pronoSticPar ailleurs, la surexpression de SMC5 dans des
lignées cellulaires de CCR diminue la prolifératicgilulaire. Dans ce méme article, il est
méme suggéré d’adapter le traitement en fonctionideau d’expression de SMC5. Associer

I'Oxaloplatine au Raltitrexed pourrait étre en effkus bénéfique que I'Oxalopatine seul.

3.6 Objectifs
Le premier objectif de ce travail est fondamentat@nsiste a mettre en évidence des

facteurs pouvant limiter la réplication virale dKByV a des fins soit de connaissance
générale sur l'interaction virus-cellule ou pouthaérapie. Pour ce faire, nous avons exploité
des données d’interactomique entre I'LTAQ et letgome cellulaire. Cette étude, réalisée
préalablement a ce travail, a permis, entre auttesnontrer que les protéines du complexe
SMC5/6 interagissent avec le LTAg. Ce complexe,nay@éja montré son rdle dans la

réplication d’autres virus (HBV, HPV, HIV, HSV, HH8), nous avons évalué I'impact du

BKPyV sur I'expression de ce complekevitro dans des cellules Vero ainsi guvivo au

cours de la néphropathie chez 'Homme.

Un objectif secondaire de ce travail était d’évaligilisation d’un anticorps anti-LTAg
du BKPyV sur du matériel de biopsie rénale de patt de comparer sa capacité a mettre en
evidence une infection par le BKPyV a celle de tieorps utilisé en pratique courante, ce
dernier étant parfois négatif alors que les paigresentent une virémie positive et des

aspects histologique de néphropathie a BKPyV.

4. MATERIELS ET METHODES

4.1 Lignée cellulaire
La lignée cellulaire utilisée est la lignée Verd{G81). Ces cellules de rein de singe vert

sont cultivées en EMEMHEagle’'s Minimal Essential Mediumavec 10% de sérum de veau
foetal (SVF, Dutscher) 1% de pénicilline/streptomgci(Gibco) et 1% de L-Glutamine
(Gibco) dans une étuve a 37°C avec 5% de €0 atmosphere humide. Le passage des
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cellules est réalisé 3 fois par semaine. Les @dlalltivées en F75 sont lavées avec du DPBS
(Gibco) puis 3 ml de trypsine sont ajoutés. Ladias est incubée pendant 3 minutes a 37°C
puis du milieu complet est ajouté pour arréterféefle la tryspine. Puis, la suspension est
centrifugée 5 minutes a 300 g. Le culot cellulast ensuite repris dans du milieu EMEM

complet dans un volume adapté au culot. Puis ledegsont remises en cultures en F75.

4.2 Production et titration du stock viral
Les cellules Vero sont mises en culture en F73.& 2ellules/ flasque pendant 24 h puis sont

infectées avec 3 mL d'un stock viral de BKPyV daate Dunlop ayant un titre viral de 1°10
FFU/ml fourni par I'équipe AGIR de I'Université diAiens puis remis a 'incubateur a 37°C.
Lorsque les cellules arrivent a confluence, catiesant trypsinées et utilisées pour préparer
de nouvelles flasques F75. L'opération est aingétée jusqu’a I'obtention du volume de
stock viral souhaité. La surface des flasques mstite grattée afin de récupérer les cellules
adhérentes. Puis, le surnageant est récupéré,amssuh tube a centrifuger de 50 ml auquel
0,1 volume de chloroforme est ajouté puis centéfa@ minutes a 300 g. Le surnageant est
ensuite filtré (0,45 pum) et le filtrat est stocké°&.

Afin de connaitre le titre en particules viralegentieuses du stock obtenu, des cellules Vero
sont mises en culture en P96 & raison dedlules/puits dans 100 pL de milieu et infectées
avec différentes dilutions du stock viral (100 uitp en octoplicats). Apres 72h d’infection,
un marquage en immunofluorescence est realisé.

Dans un premier temps, les cellules sont lavées 40 pL de PBS, puis incubées 10
minutes avec 50 pL de paraformaldéhyde a 2% (PRAYRS. La solution de PFA-PBS est
retirée puis les cellules sont incubées 15 min &&kalL de PBS 0,5X —Triton X100 0,5%.
Puis, les cellules sont lavées 3 fois avec 100 ¢ PES. L'anticorps primaire est un anticorps
murin développé au laboratoire dirigé contre I'LTAg BKPyV (clone 8B4). Les cellules
sont incubées 1 h a température ambiante avec FDguticorps primaire dilué au 1/10 dans
du PBS-Tween 0,05%. Apres 3 lavages avec 100 pRBf®, les cellules sont incubées 30
minutes a température ambiante a 'abri de la lvené&ec 50 puL de solution contenant du
DAPI (Invitrogen) & 1 pg/ml dans du PBS-Tween 0,0&%anticorps secondaire anti-souris
lgG (H+L) Alexa Fluor 594goat (Thermofischer Scientific) dilué au 1/1000 dansRBS-
Tween 0,05%.

La lecture est réalisée sur un microscope a fleerese (Olympus 1X73). Des images sont
acquises au format VSI puis analysées grace agiébgmaged pour lequel un module de

macro déja publié (Handakt al. 2019) est modifié pour pouvoir analyser des images
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format VSI (Dr. Cébme Pasqualin, STIM, UFR Pharmat€murs). Ce module compte le
nombre de noyaux marqués par le DAPI, le nombren@gaux marqués par l'anticorps
primaire correspondant aux noyaux des celluleciaés exprimant le LTAg , puis superpose
les deux images. Quand un noyau est a la fois ragrgqule DAPI et I'anticorps primaire, il
est considéré comme noyau d’une cellule infecté@nSmarquage par I'anticorps primaire
n'est pas superposable a un noyau marqué au DAP etlui-ci est considéré comme un
marquage non spécifique et n’est pas pris en carbjpie cellule infectée correspondant a une

particule virale initiale, la concentration virakst déduite ou calculée par la formule

. % Cellules infectée * nombre de cellule pour un puit * facteur de dilution
sulvante :

volume(ml)
Ce calcul est realisé pour chaque dilution et uogemne entre chaque condition est ensuite
réalisée donnant alors la concentration virale tdoksexprimée en FFU/mFfcus Forming
Unit/ml).

4.3 Mise en évidence des protéines par Immuno-empreinte

Le gel d'électrophorése de polyacrylamide en cdonlitdénaturante ou SDS-PAGE est
composé d’'un gel de séparation a 10% (Tris-HCI O/5pH 8,8, acrylamide-bis acrylamide
10%, SDS 0,1%, persulfate d’'ammonium 0,1%, TemB&oD.et d’un gel de concentration a
5% (Tris-HCL 0,125 M pH 6,8, acrylamide-bis acryidm 5%, SDS 0,1%, persulfate
d’ammonium 0,1%, Temed 0,1%). Les protéines sduéds dans du tampon de charge 2X
(Tris-HCI pH 6,8 100 mM, SDS 4%j-mercaptoéthanol 1%, bleu de bromophénol 0,2%,
glycérol 20%), puis dénaturées par chauffage dut@ninin a 95°C, avant d'étre séparées
dans le gel sous 120 V pendant 1 heure. Les pestésont ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose par électro-transi@to{ Gel transfert systepinvitrogen). La
membrane est ensuite saturée pendant 1 heure gitattoa dans du tampon TBST (15 mM
Tris-HCI pH 8, 140 mM NaCl, 0,05% de Tween 20) emaint 5% de lait écrémé. La
membrane est incubée 1 h sous agitation avecd@pt primaire dilué dans du tampon de
TBST-1% de lait écrémé. Les anticorps primairest sam anticorps souris anti-SMC5
humain dilué au 1/59° (Mouse monoclonal IgG2a kappa anti-SMG®3282, Santa Cruz
Biotechnology), et un anticorps souris anti-SMCénlain (Mouse monoclonal IgG1l kappa
anti-SMC6,365742 Santa Cruz Biotechnology) dilué au 1f160Aprés trois lavages de 5
minutes dans du TBST avec 1% de lait écrémé, labreme est incubée avec I'anticorps
secondaire : anticorps polyclonal de lapin anti-lglé souris couplé a Horseradish
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peroxidasgHRP) (0260, Dako) dilué au 1/1008§dans duTBST-lait 1% écrémé pendant 1 h
sous agitation. Avant I'étape de révélation, la rheme est lavée trois fois 5 minutes dans du
tampon TBST avec 1% de lait écrémé, le derniergavétant réalisé en TBST seul. La
révélation est effectuée en déposant un substratialbminescent de 'HRP (ThermoFisher
Scientific) engendrant une réaction enzymatiquec daeperoxydase couplée a l'anticorps

secondaire. Cette réaction est détectée par I'lovaBeight750 (ThermoFisher).

4.4 Transfection, inclusion des cellules en paraffine et immuno-
histochimie

Les cellules Vero sont mises en culture dans degupk de 6 puits (P6, TPP, Dutscher) a
raison de 3.10cellules/puits pendant 24 h puis transfectées dyggqig du plasmide pIRES-
BK LTAg/stAg, 13 pg de polyéthylene imine (PEI) 860 puL de milieu EMEM non
complémenté (MNC). Le mélange ADN-PEI est incubén8futes a température ambiante
puis est déposé sur les cellules. Aprées 4h d'inboiva 37°C, du milieu EMEM complet est
ajouté et les cellules sont remises en incubat8ir@ pendant 48 h.

Puis, I'expression du LTAg par les cellules Veransfectées LTAg/stAg a été évaluée par
immunohistochimie. Les cellules ont été fixées 3Butes a température ambiante dans de
I’AFA (Alcool Formolé Acétique). Ce fixateur a ététenu pour reproduire les conditions de
fixation des biopsies rénales de patients. Puss,cilules sont incluses dans un cylindre
d’agar a 1,5% et I'ensemble est fixé dans I'AFAgemt 4 h. Puis, les cylindres sont inclus en
paraffine et des coupes de 4 um sont réalisées.|®otalisation de I'immunohistochimie, les
coupes sont ensuite déparaffinées et réhydratéast al’/étre soumises a une étape de
démasquage antigénique, réalisée en tampon c{tttenM, pH 6) pendant 20 minutes a
121°C. Les peroxydases endogenes sont ensuiteeagthidvec du méthanol contenant 1%
d’'H.0, pendant 30 min a température ambiante. Les sit@emhctions non spécifiques des
anticorps sont bloqués avec du PBS contenant 20%¢€den de chévre et 30% de SVF,
pendant 45 min a température ambiante. L’anticprppsaire anti-LTAg 8B4 est déposé dilué
au 1/10, 1/20 et 1/50 dans du PBS supplémenté Ea¥cde sérum de chevre et 15% SVF
puis incubé la nuit a 4°C en chambre humide. L&mps secondaire (polyméhehistofine
SimpleStain Max PO (MouséVichirei Biosciences) conjugué a I'HRP, dilué evib% de
sérum de chéevre et 15% de SVF, est incubé 30 michambre humide, a température
ambiante. L’activité HRP est réveélée par I'ajout@B (3,3'-diaminobenzidine, Quanto) qui

permet, apres 10 minutes d'incubation en chambmaday la formation d’un précipité brun.
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Une contre-coloration des noyaux en bleu est emsadlisée avec 'hématoxyline de Harris
(Diapath) Enfin, les lames sont déshydratées par des bailt®dl successifs & concentration
croissante, puis dans du xyléne avant d’étre merdggeésine Eukitt.

4.5 Sélection des patients, matériel de biopsie rénale et immuno-
histochimie anti-SMC5

Les seize biopsies analysées sont issues de qoatieaits suivis au CHRU de Tours par le
service de Néphrologie et pour lesquels une népltinap a BKPyV était tres fortement
suspectée, ce qui a conduit a la réalisation dhoretion-biopsie rénale. Ces patients étaient
tous transplantés rénaux a I'exception d’'un seur pequel il s’agissait d’'une biopsie de rein
natif (Tableau 2) Une quantification de la virémie avait égalem&ét réalisée le jour méme
de la biopsie ou quelques jours avant ou aprés-cellLe seuil de détection pour la virémie
sanguine est de 2,3 log10 copies /ml. Un dosade deatininémie sanguine avait également
eteé réalise.

Parmi ces patients, un patient a eu deux biopg@ésées a trois mois d’intervalle (patient
n°g) .

Tableau 2 : Caractéristiques des patients inclusi\dda cohorte

Le patient 11 n’était pas transplanté rénal et adfécié d’'une biopsie de rein natif (*)

Le seuil de détection pour la virémie sanguinedes?,3 log10 copies /ml

N° Patient N°Biopsie Sexe Age (années) Délai greffe /biopsie (mois)  Néphropathie initiale Virémie sanguine (log 10 copies/ml) Créatininémie (umol/L)

1 1 F 61,7 139,4 Syndrome d'Alport Indétectable 200
2 2 M 73,8 37 Indeterminée 6,71 208
3 3 M 68,6 2,1 Diabete 513 175
4 4 F 75,9 3,3 Indeterminée 4,05 180
5 5 F 43,1 50,7 Néphropathie a IgA Indétectable 210
6 6 F 39,3 25,1 Indeterminée 3,81 97
7 7 M 50,8 12,4 Diabéte 3,09 132
8 8 M 70,3 9,3 Indeterminée 5,5 255
8 9 M 70 6,6 Indeterminée 3,49 180
9 10 M 39,2 3,3 Indeterminée 4,97 142
10 11 F 65,2 76,6 Polykystose hépato-rénale 4,87 123
11 12 M 66,5 * * Indétectable 212
12 13 M 72,2 27,6 Néphroangiosclérose Indétectable 127
13 14 M 75,1 3,2 Indeterminée 2,72 143
14 15 M 78,8 13,4 Néphroangiosclérose 2,47 593
15 16 M 80,1 2 Indeterminée 2,96 121
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Un patient indemne de toute néphropathie a BKPy®téa sélectionné comme témoin. I
s’agissait d'un homme de 21 ans atteint de léslomérulaire minime (LGM), pathologie
rénale se traduisant par une atteinte glomérukaiee un effacement des pédicelles visible
uniquement en microscopie électronique. Il N’y aacaucune atteinte des cellules tubulaires
rénales ou de l'interstitium ce qui en fait un témaoégatif de choix pour I'étude d'une

néphropathie tubulo-interstitielle.

Les biopsies rénales ont été fixées en AFA pendaatdurée minimale de 4 h, puis incluses
en paraffine. Des coupes de 4 um ont ensuite aliséés. Les coupes ont été soumises a un
protocole d'immunohistochimie identique a celuiqgg@emment décrit pour les cellules Vero
avec une étape de démasquage antigénique de 3temawlieu de 20.

L’anticorps primaire anti-SMC5 (polyclonal lapin,PA054900, Sigma) est déposé sur la
lame dilué au 1/100, suivi de I'anticorps secorgl@iouplé a I'HRP, (polymeérlN-histofine
SimpleStain Max PO (Rabbit)lichirei Biosciences) et révélé par I'ajout de BA

Une contre-coloration des noyaux en bleu est emsédlisée avec I'hématoxyline de Harris
(Diapath).

4.6 Interprétation de 'immuno-histochimie anti-SMC5 et tests
statistiques

Une quantification de I'expression nucléaire phiggamue de SMC5 a été élaborée a partir du

cas témoin et des données déuiman Protein Atlaavec un systéme a 3 catégories :

» 3+ correspondant a >75% d’expression physiologique
e 2+ correspondant a une expression physiologiqugudseentre 25 et 75%

e 1+ correspondant a <25% d’expression physiologique

Le marquage a été lu en triple aveugle a la forsdpax néphropathologistes expérimentées
(le Dr. Marie-Christine Machet et le Dr. Elodie &déey-Miquelestorena) et un pathologiste

junior (William Pouillot). Les cas discordants @té relus collégialement.
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Les virémies et créatininémies moyennes associ®éesra@s groupes d’expression de SMC5

ont ensuite été calculées et un test de Kruskallis\enété réalisé.

5.RESULTATS

5.1 Identification de facteurs limitant la réplication virale

5.1.1 Intéractomique proximale du LTAg
Des travaux d’interactomique proximale ont étéiséal en collaboration avec le Dr.

Etienne Coyaud (Inserm Prism, Lille). Ces travawai@nt pour objectif d’identifier des
protéines cellulaires interagissant avec le LTAgeitAg du BKPyV. Ces travaux reposaient
sur la fusion de la biotine transférase BirA avexprotéines virales. Lorsqu’il y a interaction
entre 'LTAg et la protéine cellulaire, BirA cataly le transfert d'une ou plusieurs biotines sur
la protéine ciblée. Les protéines biotinyldascellulo sont purifiées par affinité avec la
streptavidine puis sont analysées par spectroméérienasse afin d’identifier les protéines

partenairesKigure 13).
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Figure 13: Principe d'intéractomique proximale paulidentification de partenaires
intéragissant avec le LTAg du BKPyVLe LTAg est fusionné avec la biotine transférase
BirA. Lorsqu’il y a intéraction entre le LTAg et airtible, cette derniére est biotinylée par
BirA. Cette cible est ensuite purifiee par affinisér streptavidine puis identifiée par

spectrométrie de masse.

Parmi le grand nombre de partenaires identifiésl@0=protéines), des protéines connues
comme interagissant avec le LTAg étaient retrouvéeS3, pRb, DNA polymérase alpha,
RPA) mais également les protéines du complexe SMCSMC5, SMC6, NSE1, NSES3,
NSE4. Au vu des données de la littérature sur le dans plusieurs modéles viraux (cf
introduction), le complexe SMC5/6 est apparu commeandidat intéressant a étudier dans
le modéle du BKPyV.

5.1.2 Expression du complexe SMC5/6 dans les cellules Vero

Afin de valider I'expression des protéines SMC5SMC6 dans des cellules d’origine
rénale, les protéines ont été recherchées par imtaompreinte dans les cellules VeFagure
14).
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Figure 14 : Expression des protéines SMC5 et SM@#8 |es cellules Vero non infectées
Anticorps anti-SMC6 dilué au 1/100 et anticorpsi<8NWC5 dilué au 1/50. L’expression de

SMCS5 est difficilement mise en évidence malgréante concentration de I'anticorps.

La dilution des anticorps au 1/100 est optimalerpoettre en évidence la protéine SMC6
avec l'observation d'une bande a 135 kDa correspoin@ la taille attendue pour cette
protéine. En ce qui concerne, SMC5, malgré I'udtiisn des conditions recommandées par le
fournisseur de I'anticorps anti-SMC5, une trésl&axpression de la protéine a pu étre mise

en évidence.

5.1.3 Impact du BKPyV sur I'expression du complexe SMC5/6

Apres 72 h d'infection de cellules Vero pawirus BK a une MOI de 1, I'expression de

SMC6 a été évaluée par immuno-empre(figure 15).

39



5 g
oo @
& 27
W @
o L
L 4
® ¥
150 kD3  mt e
100 kDa ™=
37kDa m=
25 kDA
-
37 kDa ==

25 kDa == YV v Actine

Figure 15 : Expression de SMC6 dans les cellules®/&nfectées par le BKPyMJne bande

a 135 kDa est retrouvée a la taille attendue de M@ns les cellules non-infectées. Pour les
cellules infectées avec le virus BK, cette bandesgmte une intensité réduite. Dans cette
condition, deux bandes supplémentaires sont obsgrune d’'une masse moléculaire
réduite d’'une dizaine de kDa et une seconde ban@ewiron 35 kDa. Ces deux bandes

surnumeéraires peuvent étre des produits de dégradaie SMC6.

Des cellules Vero non infectées ont été utiliséesirne contréle. Dans ces conditions,
I'expression de SMC6 est confirmée dans les callMero et de maniéere intéressante, une
réduction de la présence de SMC6 est observée ldansellules infectées. Dans cette
condition, une bande a une masse moléculaire dami25 kDa et une bande d’environ 35
kDa sont observées alors qu’elles sont absentesedletes non infectées. Cette évaluation a
été réalisée en duplicat et apres normalisationl’'aatine il s’avere que la diminution

moyenne observée de SMC6 dans le groupe des cdihfiégetées est de 55% par rapport aux

cellules non infectées.
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5.1.4Impact de I’expression des protéines précoces sur le complexe SMC5/6

Afin de montrer que la réduction de la pr&e de SMC6 était liée a I'expression des
protéines précoces du BKPyV, des cellules Vercétdtransfectées avec le plasmide pIRES-
LTAg/stAg codant le LTAg et le stAg du BKPyV. Apr&2h de transfection, I'expression de
SMC6 a été évaluée par immunoempreirid®s cellules Vero non transfectées ont éte

utilisées comme controlgigure 16).

&

&
& &

A 150 kD et .' ' B

100 kDg ==

4 |

37 kDA wme

0,75

0,5
025 .
0

MNon transfectées  Transfectées

25 kDa we—

37kDa w—

Actine
25 KD ==

Expression relative de SMC6

Figure 16 : Expression de SMC6 dans les cellulesr&/@on transfectées et transfectées

avec le plasmide LTAg/stAg. A : Immuno-empreintdne bande a 135 kDa est retrouvée
correspondant a la masse attendue de SMC6. Cettdebast moins intense dans le groupe
cellules transfectées. Plusieurs bandes de taidlmprises entre 35 kDa et 30 kDa sont
présentes dans la piste correspondant aux cellmbassfectées pouvant correspondre a des
produits de dégradatiorB. Expression relative de SMC@&.’expression a été rapportée a

celle des cellules non transfectées. Une diminutden50% de I'expression de SMC6 est

observée pour les cellules transfectées compand@eselules non transfectées.
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Comme pour l'infection, une réduction de la présete SMC6 est observée dans les cellules
Vero exprimant les protéines précoces du BKPyV.e&pnormalisation avec l'actine la
diminution observée pour SMC6 est de 5(Rigure 16). Tout comme dans les conditions de
l'infection, des protéines immunoréactives sontepbd&es aux environ de 35 kDa. Il est par
ailleurs a noter que certaines de ces bandes smligées mais de fagcon beaucoup moins

intense dans les cellules Vero non transfectées.

5.2 Evaluation de 'effet in vivo de l'infection du BKPyV sur 'expression
de SMC5/6 a partir de matériel de biopsie rénale.

5.2.1 Evaluation de I'expression de SMC5 en immuno-histochimie sur les
biopsies rénales

Dans un premier temps, I'expression physiologigue 8MC5 par étude immuno-
histochimique a été évaluée chez un patient attEintGM . Chez ce patient, un marquage
intense et homogene de SMC5 par la quasi-totaéte ribyaux des cellules tubulaires est

observé Figure 17).
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Figure 17: Expression de SMC5 en immunohistochimie chezpatrent indemne de
néphropathie a BKPyV microscope optique grossisseri90

L’expression de SMC6 a été également évaluée nivatisrprétation de I'immunohistochimie
étant complexifiée par la présence d’'un marquageptasmique intense, celle-ci n’a pas pu

étre exploitée.

Afin d’évaluer le plus objectivement possible I'egpsion de SMC5 dans les noyaux des
cellules tubulaires, un systeme d’évaluation a Begmies a été mis au point: 3+

correspondant a un marquage normal de plus de &Ynayaux des cellules tubulaires et
donc tres proche de I'expression physiologique Ibasm groupe 2+ avec une expression
comprise entre 25 et 75% de I'expression physiglogibasale et un groupe 1+ avec une
expression inférieure a 25% .

Des exemples de ces différents scores sont ilkdtas ld&igure 18.
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Figure 18 : Exemples des scores d’expression de SMC5 : 32¢AfB), 1+ (C) microscope
optique grossissement x200
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Une perte d’expression compléte n’était jamais plEsemais simplement une diminution de
'expression de SMC5.

Le groupes 3+ comportait 3 cas, le groupes 2+ %t#s groupe 1+ 4 cas. La moyenne des
virémies des groupes obtenus étaient les suivar8es2,017 logl0 copies/ml , 2+ 3,032
log10 copies/ml, 1+ 4,108 log10 copies/ml .

Les différences observées n’étaient pas statistigaé significatives (p=0.4587)Figure
19.A).

De méme, lorsque les virémies étaient corréléesiiagau d'expression de SMC5, une
tendance était visualisée : plus la virémie étiavée, plus le niveau d’expression de SMC5
semblait faible (R=0.1087) Figure 19.B).

A B
8- 4=
"é‘ "
2 O g- o 31 -
o E o 0
o5 47 S L o 2% LY .
Q 1 =
g a . 4 = 3
5 8 2= « 1 - . ™ s @
o
c
0 T 0 T T T
1+ 2+ 3+ 0 2 4 6
Score SMC5 Virémie BKPyV

nb copies/ml (log10)

Figure 19 Représentation graphique des moyennes des viréemefonction du score
d’expression de SMC5 (p=0.4587) (A) et de la catiéh entre la virémie et le score
d’expression de SMC5 (R2=0,1087) (B).

Les groupes 2+ et 3+ ont été fusionnés et la viedmoyenne de ces deux groupes fusionnés
était de 2,97 log10 copies/ml. La différence awegrbupe 1+ (4,108 log10 copies/ml) n’était
cependant pas statistiquement significative (p30,33
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Les créatininémies moyennes au moment de la paonbtapsie rénale des patients des
différents groupes ont aussi été comparées. Leftatsétaient les suivants : 3+ 155umol/L,
2+, 162,6 umol/L et 1+ 292,5 umol/L. La différeneatre ces moyennes n’était pas

statistiguement significatives (p=0,31) (FigureA0.
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Figure 20. Représentation graphique des moyennes des créatiies en fonction du score
d’expression de SMC5 (p=0.31) (A) et de la coriélatentre la créatininémie et le score
d’expression de SMC5 (R2=0,1905)(B).

Lorsque les créatininémies étaient corrélées aeanivd’expression de SMC5, une tendance
était également visualisée : plus la créatininégtidt €levée, plus le niveau d’expression de
SMC5 semblait faible (R0.1905)

Les groupes 2+ et 3+ ont été fusionnés et la ciéatnie moyenne de ces deux groupes

fusionnés était de 160,7 umol/L. La différence alegroupe 1+ (292,5 umol/L) n’était

également pas statistiquement significative (p=0,12
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5.2.2Evaluation d’un anticorps anti-LTAg du BKPyV en immuno-histochimie

En pratique courante, le diagnostic de néphropahiBKPyV est porté par un faisceau
d’argument comprenant une positivité de la virédaas le sang du patient, la présence d’'une
néphropathie tubulo-interstitielle accompagnée ditfat cytopathogene sur la biopsie rénale
et la mise en évidence du BKPyV en immuno-histoghipar détection du LTAg par un
anticorps commercial dirigé contre le LTAg du S\&tOcroisant avec le LTAg du BKPyV.
Dans certains cas, ce marquage immuno-histochinstae@re négatif alors que les autres
arguments préecédemment décrits sont retrouves.

Afin de disposer d'un outil diagnostique efficaneus avons donc voulu évaluer un anticorps
anti-LTAg du BKPyV (clone 8B4) disponible au labtwiae et ayant montré son efficacité en
immmuno-empreinte et en immunofluorescence.

Dans un premier temps, nous avons transfecté die¢esevVero avec un plasmide codant le
LTAg/stAg du BKPyV. Ces derniéeres ont été fixéeaglde I'’AFA pour se rapprocher le plus
possible des conditions de fixations des ponctibogsies rénales en pratique courante.

Le marguage avec notre anticorps a été comparkiiadeel’anticorps commercial et celui-ci
s’est avéré tres satisfaisant avec un marquageéaitel intense et sans marquage

cytoplasmique comme observé avec I'anticorps comialgfFigure 21).
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Figure 21. Comparaison du marquage du LTAg du BKPyar I'anticorps commercial
anti-LTAg du SV40 et par l'anticorps anti-LTAg du BPyV clone 8B4 en immuno-
cytochimie

A :Cellules Vero non transfectées marquées avec targs anti-LTAg du BKPyV clone 8B4
B : Cellules Vero transfectées LTAg/stAg du BKPyVaunées avec I'anticoprps anti LTAg
du SV40.C : Cellules Vero transfectées LTAg/stAg du BKPyV nmegglavec l'anticoprps
anti-LTAg du BKPyV clone 8B4.

Un marquage nucléaire net avec tres peu de marqueaye spécifigue est constaté avec
anticorps anti-LTAg du BKPyV. A linverse , unportant marquage cytoplasmique est

observé avec l'anticorps anti- LTAg du SV40.

Dans un second temps, cet anticorps a été évalug sohorte de patient avec néphropathie a
BKPyV et comparer avec I'anticorps commercial quaitété réalisé de facon systématique
au moment du diagnostic.

La positivité de la virémie au dela du seuil deedtibn, témoin d’'une réplication active du
BKPyV, au moment de la biopsie ou dans une péniagprochée avant celle-ci (inférieure a
6 semaines) a été prise en référence .

Des exemples de marquages positifs avec notreogogicont présentés dang-lgure 22
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Figure 22 : Exemples de marquages positifs en immtimstochimie avec I'anticorps anti-
LTAg clone 8B4

Nombreux noyaux marqueés au sein d'un méme tulmdbedlnoire-microscopie optique x200
(A). Volumineux noyau de cellule tubulaire margiééHe blanche-microscopie optique x400
(B)

Dans notre cohorte de patients, sur 10 cas avecvuémie positive, 4 présentaient un
immuno-marquage positif avec notre anticorps. Laskdité de ce dernier a détecter la
présence du LTAg était donc de 0,4. Sur les Geas une virémie indétectable, 5 cas étaient
négatifs en immuno-histochimie, la spécificité #tainc de 0,83.

En compraison, la Sensibilité de I'anticorps contisgétait de 0,8 et la Spécificité de 0,5.

6. DISCUSSION

6.1Le complexe SMC5/6 interagit avec le BKPyV in vitro

A linstar d’autres virus a ADN (HBV, HPV, HSV, HHB), il semble que le BKPyV
interagisse avec SMC5/6. Une diminution de SMC6sd#as cellules Vero infectées avec le
BKPyV ou transfectées avec les deux protéines pescd TAg/stAg du BKPyV a été
montrée. La présence d’'une bande intense a 35d&iimuveée dans les cellules infectées avec
le BKPyV ou transfectées LTAg/stAg et beaucoup faulslement présente dans les cellules

non infectées ou non transfectées pourrait suggérirs’agit d'un produit de dégradation de
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SMC6 conservant I'épitope ciblé par I'anticorpsi8iVIC6 et que cette dégradation existe
physiologiquement et serait renforcée par l'infectiet plus spécifiqguement par LTAg et
stAg. A la vue des données d’interactomique projémbasemble que seule LTAg interagisse
avec le complexe SMC5/6, il serait donc intéressbntréitérer I'évaluation de SMC6 en
immuno-empreinte avec des plasmides codant indépemeént LTAQ et stAg.

Les conséquences de cette interaction entre leleesm@MC5/6 et le LTAg sur la réplication
virale n'ont pas pu étre évaluées lors de ce ttatai effet & la suite de problémes de
constructions, nous n'avons pas réeussi a mettoau des shARN inhibant I'expression des
protéines de ce complexe. Les constructions onttré® récemment obtenues. Il serait
intéressant de réaliser cette inhibition et de tfianla réplication virale avec ce complexe
sous-exprimé. A linverse, il serait également iegsant de surexprimer ce complexe afin
d’observer la potentielle restriction de la répiica du BKPyV. Cette surexpression pourrait
étre réalisée par utilisation de vecteurs lentiwsiraomme réalisé dans les travaux portant sur
HHVS %,

La confirmation de linteraction du LTAg avec lesofgines du complexe SMC5/6 devrait
étre réalisée par une méethode orthologue d’intenaiciue comme la co-immunoprécipitation.
Faire la preuve d’une interaction entre les pragidu complexe SMC5/6 et 'ADN viral par
CHIP permettrait également de montrer que le coxepl8MC5/6 interagit bien avec le
génome du BKPyV et pourrait donc bien constituer facteur limitant potentiel de la

réplication virale.

Seules des modulations de I'expression de la prt&MC6 et non pas des protéines du
complexe dans son ensemble on pu étre mises eangéedL utilisation d’'un anticorps plus
sensible ciblant SMC5 aurait un intérét et de faglus globale la réitération de I'ensemble
des expériences réalisées avec mesure de I'exmedsis autres protéines du complexe
SMC5/6 pourrait pallier ce manque.

Il a cependant déja été démontré dans un articeucgein d’'une lignée cellulaidfenock-out
pour SMCS5, les protéines SMC6 et NSMCE2 étaientedgent sous-exprimé® ce qui
suggere que les protéines ne sont stables queulelleg sont organisées sous la forme de

complexe.

L’observation d’'une réduction de la présence de 8ME présence des protéines précoces du

BKPyV et la présence de bandes immunoréactiveslde faible masse moléculaire laisse
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penser & une dégradation de SMC6, comme obseezél'etBV °°. Cette dégradation passe
par une interaction entre le complexe SMC5/6 et HjBk recrute I'E3 ubiquitine-protéine
ligase DDB1 et conduit a une dégradation du congplekC5/6 en passant par la voie du
protéasome.

D’aprés les données d’interatomiques proximalekséss, le LTAg interagit également avec
RNF 169, une E3 ubiquitine-ligase. Il est donc pmsesdimaginer un mécanisme de
dégradation similaire a celui observé au coursidfestions par I'HBV. Pour confirmer que
le mécanisme de dégradation passe bien par I'EHfitivie ligase et la voie du protéasome, la
réalisation de shRNA ciblant cette ubiquitine liga&s I'utilisation d’inhibiteur du protéasome

comme le MG132 pourrait répondre a cette question.

De méme, pour HHVS, il a été démontré que RRA&lication and Transcription Activaior
une protéine virale possedant, entre autre, uneétaatbiquitine E3 ligase, interagissait avec
SMC5/6 et entrainait son ubiquitinylation et sa rd@gtion par la voie du protéasorife
L’acétylation du résidu lysine en position N-teralim 27 de la protéine histone H3
(H3K27ac) est associé a une transcription plus rapte lorsque celle-ci est présente au
niveau des promoteurs de génes. Dans ce mémeealttsl auteurs ont démontré qu’'une
surexpression de SMC6 entrainait une diminutiorH8&27ac au niveau des promoteurs de
plusieurs gene, dont RTA alors qu’a l'inverse uimidution de I'expression de SMC5 et
SMC6 par shARN entrainait une augmentation de I'BB& au niveau de ces mémes
promoteurs.

En entrainant la dégradation du complexe SMC5H1V/8 via sa protéine RTA permet donc
une surexpression de plusieurs genes, dont le gesent la protéine RTA elle-méme qui
possede une activité d’échappement a 'immunit€enan entrainant la dégradation par la
voie du protéasome de plusieurs protéines impligwaivatrices du systéme immunitaire
comme IRF7, MyD88, TRIF, NkB, et HLA-DRu.

Il est donc envisageable que SMC5/6 interagissendemiere similaire avec le LTAg du
BKPyV : en entrainant la dégradation de SMC5/6iptaraction avec celui-ci et recrutement
de RNF69, le LTAg pourrait augmenter H3K27ac auealy de promoteurs des genes du
BKPyV, dont le LTAg lui-méme qui comme décrit entroduction possede un réle
fondamental pour linitiation de la réplication aie. A ce titre il serait donc intéressant
d’évaluer le statut H3K27ac de différents promatede gene du BKPyV apres surexpression
ou inhibition de SMC5/6.

51



NSE2, l'une des sous-unités du complexe a une i@ct®UMO-ligase jouant un réle
important dans la réparation de I'ADR’. La sumoylation est une modification post-
traductionnelle proche de I'ubiquitinylation darensnécanisme d’action mais qui présente
un effet inverse et conduit a la stabilité des gir@s ayant subi cette modification. Une des
hypothéses pouvant étre suggérée est que 'LTAg BIBE2 et empéche la sumoylation des
protéines du complexe SMC5/6 qui perdrait alorsr Istabilité et seraient dégradées.
Cependant, la sumoylation est un mécanisme compkixel a été montré qu'une
complémentarité existe parfois entre sumoylation uliquitinylation ou I'étape de
sumoylation peut servir de signal alternatif paudégradation d’'une protéine par la voie du
protéasome comme c’est le cas pour HiF{Hypoxia inductible Factor &) en condition
d’hypoxie®.

Un article récent a montré que le complexe SMCBtéragissait avec les séquences non-
intégrées du VIH-1 via la protéine SLFZMC5-SMC6 complex localization factor protejn 2
compacte cet ADN et empéche son expresdioBelon les travaux d'interactomique réalisés,
SLF2 fait partie des protéines interagissant aeed TAg, suggérant ainsi que le LTAg
empécherait I'interaction entre le complexe SMC&{6'ADN viral en inhibant I'action de
SLF2. Bloquer l'action de SLF2 et mesurer I'effetr da réplication virale serait donc

également d’'un grand intérét.

6.2Impact du BKPyV sur le complexe SMC5/6 in vivo

A Tlinstar de I'étude en immuno-empreinte de SM@d6semble y avoir une diminution
d’expression de SMC5 sur du matériel de ponctiapdie rénale. En effet, plus la virémie
était élevée, plus I'expression de SMC5 était dudan Néammoins, cette difféerence n’était
pas statistiquement significative. La créatininérag le reflet de la fonction rénale. Son
augmentation témoigne d’'une dysfonction du reinsnmégst toutefois pas spécifique d’'une
néphropathie a BKPyV. Plus la créatininémie éthavée, plus I'expression de SMC5 était
diminuée, avec la encore une absence de signiiigatstatistique. Cette absence de
significativité statistique peut s’expliquer parfgble nombre de cas (16 biopsies). Réaliser
ce marquage immuno-histochimique sur un nombreadeptus élevé et avec une cohorte de

cas témoins non infectés également plus élevéegibdonc étre intéressant.
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Une des difficultés d’interprétation de cet immunarquage consiste dans le fait qu’il ne
s’agit pas d’'une extinction d’expression mais béane diminution, comme ce que nous
observionsin vitro dans cadre de l'infection ou de la transfectioes dénes codant les

protéines précoces. Une quantification d'une dirtiamu est complexe en immuno-

histochimie et implique une part potentiellemenpariante de subjectivite. De méme, la
complexité d’'interprétation est renforcée par leda’il peut exister une grande hétérogénéité
d’infection au sein d’'un méme prélévement avec intrécation de tubules avec des cellules

présentant un effet cytopathogene et des tubukss@as cellules ne paraissant pas infectées.

De méme, il n'a été retenu de quantifier I'expressile SMC5 qu’au sein de la corticale
uniquement, en effet, 'expression de SMC5 appglas faible physiologiqguement dans les

noyaux des cellules tubulaires de la médullaire.

Le choix d'un systéme a trois catégories a étérepour sa facilité d’utilisation ainsi qu’'une
bonne reproductibilité entre les différents obstawes. Le choix de retenir un seuil supérieur
a 75% permet de retenir les cas pour lesquels resgion de SMC5 est quasiment
physiologique. A l'inverse le choix de retenir unaleur inférieure & 25% permet de bien
retenir les cas avec une forte diminution d’expmssle SMC5. Cela a en partie pour
conséquence de créer une catégorie intermédigrésentant la majorité des cas avec une
grande variation d’expression. Une fagon plus geépiourrait consister en une détermination
pour chaque biopsie du pourcentage d’expressiosete@e avec néanmoins un risque de
variabilité inter-observateur plus importante étaloinné la difficulté d’interprétation du

marquage.

A l'instar de SMC6 en immuno-empreinte, seules\dgefations d’'une seule des protéines du
complexe SMC5/6 ont pu étre mises en évidence enuimo-histochimie. Il faudrait donc
réaliser des marquages immuno-histochimiques ae@audticorps ciblant les autres protéines

du complexe afin de valider les observations réasavec SMC5.

6.3Evaluation d’un anticorps anti LTAg du BKPyV en immuno-
histochimie

Notre anticorps anti-LTAg du BKPyV n’a pas mont glipériorité par rapport a I'anticorps
anti-LTAg du SV40 utilisé en routine avec une skitis8 moindre ne permettant pas de le
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proposer pour le diagnostic en routine. Néanmonttre anticorps faisait preuve d’'une
meilleure spécificite.

Le fait que notre anticorps fonctionne pour détetdel TAg des cellules Vero transfectées
avec un plasmide codant le LTAg/stAg permet d’eseclune totale inefficacité de celui-ci.
Cependant, la quantité d’'antigéene exprimée par ceiile transfectée avec ce type de
plasmide possédant un promoteur puissant (CMV)t@st importante comparée a une
infection « naturelle » par le BKPyV. Un argumenpglémentaire allant en ce sens est le
marquage également trés intense de tres nombreek@les par I'anticorps commercial sur
les mémes cellules Vero transfectées alors quigtexun marquage de tres rares cellules sur
le matériel de biopsie de patients infectés.

Ces cellules Vero ayant été fixées dans les méraeditons que le sont les ponctions-
biopsies rénales de patients permet égalementldiexane diminution de I'antigénicité par
I'étape de fixation en AFA .

Cette difficulté & marquer les noyaux de celluldedtées peut donc s’expliquer par une trop
faible quantité d’antigene viral.

Une évaluation sur une plus grande cohorte pouéiné intéressante pour réévaluer la

capacité de notre anticorps a détecter le BKPy\s desnéphropathies.

L’hybridome permettant la production de cet anfison’étant plus disponible (clone non

revivifiable), les anticorps encore présents damssurnageant de culture cellulaire de
'hybridome ont été purifiés et séquencés par g@sm enzymatigues combinés a la
spectrométrie de masse par la société Rapid Nalamticorps est actuellement en cours de
production en cellules CHO par Nicolas Aubrey (UBBs Sciences Pharmaceutiques de

Tours).
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Résumé :Le polyomavirus BK (BKPyV) est un virus ubiquitaident la séroprévalence dans la population
générale est de 90%. Il induit chez les patieatssiplantés rénaux une néphropathie tubulo-intetkipouvant
conduire a une perte du greffon. Il nexiste pasndéécule approuvée pour le traitement de cetteopagie et la
prise en charge consiste en une diminution dietranht immunosuppresseur.

L'un des objectifs de ce travail était d'identifides facteurs limitant la réplication virale. Lerquexe SMC5/6
a déja été identifié comme facteur de restrictimale dans d’autres virus & ADN (VHB, HPV, HSV) siique le
VIH. De maniére intéressante, des expérienceseddntomique proximale ont permis de montrer l'iatdion
de I'AgT du BKPyV avec ce complexe. Une évaluafi@am immuno-empreinte a montré une diminution de 50%
de I'expression de SMC6 dans des cellules Verdulesl de rein de singe vert, infectées avec le BKBy
exprimant de facon transitoire les protéines veagigicoces (LTAg et stAg).

L'autre objectif de ce travail était d’évaluer Iessionin vivo chez des patients atteints de néphropathie a
BKPyV a partir de matériel de biopsie rénale. Liéation de I'expression par immuno-histochimie déCs a
été évaluée sur seize biopsies rénales issuesinzequatients suivis au CHRU de Tours et pour lelqune
néphropathie a BKPyV était affirmée ou fortemerdpmetée. Pour évaluer I'expression de SMC5, uesyst
trois catégories a été proposé (>75% d’expressiomale, 75-25% d’expression normale et <25% d’esgiom
normale). Les virémies moyennes de ces trois goudaient bien corrélées au niveau d’expressidns p
I'expression était diminuée, plus la virémie étetite, sans que ces différences soient néanmaiigtiguement
significatives.

L'anticorps utilisé en immuno-histochimie en pratqgcourante pour affirmer I'implication du virus Bkans
une néphropathie, dirigé contre le LTAg du SV4AMhétzarfois négatif sur des biopsies montrant poartkes
effets cytopathogenes et chez des patients avewitdmie positive, nous avons voulu, afin de digpod'un
outil diagnostique efficace, évaluer un anticorfrigd contre le LTAg du BKPyV disponible au labaiae
(clone 8B4) et ayant montré son efficacité en imaaampreinte et en immuno-fluorescence. Cet anticoia
cependant pas montré une efficacité supérieuranéidbrps utilisé en routine.

Mots clés : Polyomavirus BK, transplantation rénale néphropathie tubulo-interstitielle, complexe
SMC5/6, antigéne T, immuno-histochimie.
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