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Nouveaux Virus et Virus Emergents

Mutants de virus anciennement décrits
avec resurgence de maladies connues.

Nouveaux virus Isolés dans d’anciennes
maladies connues

Nouvelles zoonoses

Nouveaux Virus hon encore assoclées a
une pathologie



Mutants ou variants de Virus décrits

Récurrence de nouveaux variants antigeniques (Ex
des virus influenza)

Nouveaux mutants provoquant des epidemies sur
des terrains naifs d’un point de vue immunitaire

antigenic drift (glissement) Accumulation de
mutations ponctuelles

antigenic shift (cassure) Re-assortiment profond
par recombinaison

Arbovirose (West Nile, Chikungunya, Dengue....)

« Variations sur Virus, vecteurs , mais egalement écologie.....



NX virus isolés dans d’anciennes maladies

Hepatitis C (HCV): Hépatites non-A, non-B
Human papillomavirus 16 (HPV16): Carcinome du col
Human herpesvirus type 8 (HHV8): Sarcome de Kaposi
Human T-cell leukaemia virus (HTLV-1): Lymphome T,
Nouveaux virus respiratoires
e SARS-co
HKU1 et NL63 coronavirus (HCoV-HKU1 et HCoV-NL63)

Metapneumovirus humain (HMPV)

Bocavirus humain (HBaV)

NXx polyomavirus humains (KIPyV, WUPYV)
Nouveaux Virus et autres cancers ???
» Polyomavirus de Merkel et Carcinome de Merkel ??7??

» Retrovirus et cancer prostate ?7?

L N



Nouvelles zoonoses

Pathologies non décrites chez ’'homme issues d’'un
franchissement de la barriere d’'especes par un virus
pré-existant chez I'animal

 Human immunodeficiency virus(HIV), zoonose
probablement transmise a partir d’'une souche
simienne

« EBOLA
e Hendra virus et Nipah virus

 Hantavirus pulmonary syndrome (HPS);
Syndrome respiratoire severe cause par un virus
(Sin nombre virus SNV) transmis par des
deéjections de rongeurs.



Nouveaux virus non encore

associes a une pathologie
Hepatitis G virus (HGV) / GBV-C; Association a
des hépatites non confirmée

TT virus (TTV); Virus a ADN désormais considéere
comme ubiquitaire et non pathogene

Human retrovirus 5 (HRV-5); Association aux RA
non confirmée

Nouveaux parvovirus humains (V9, A6, PAV4 et 5)
Nouveaux polyomavirus humains (HPyVs)

XMRV (Xenotropic Murine leukemia Related Virus)



Les strategies d’identification de
nouveaux virus

Evidence épidemiologique: recoupement de
cas dans le temps et I'espace, mécanisme
de transmission (ex fievre jaune)

Isolement viral sur modeles animaux ou
cellulaires

Microscopie electronique

Détection activité enzymatique (RT)
Approches sérologiques
Approches moléculaires



Avantages Limites
Culture -Facile -Non universelle

- Ne prejuge pas de ce que| -Peu sensible

I’on recherche -Virus vivant

-Absence d’'ECP

EM -Virus tué - Laborieux

- Ne prejuge pas de ce que| -Peu sensible

I'on recherche -Nombreux artéfacts
Approches -réactions croisées -Absence de séroconversiof

sérologiques

-Combinaison avec
techniqgues moléculaires

-Réactions croisées




| es méthodes moléculaires

Hybridation a faible stringence
Immunoscreening de banques de cDNA

Hybridation soustractive et soustraction « In
silico »

Mét

=
D

nodes basée sur la PCR
DA

D-RTPCR

DOP- PCR degenéree et random priming
VIDISCA (Virus Discovery cDNA AFLP)

— DNase-SISPA

— RCA (Rolling Circle Amplification)



I- Hybridation a faible stringence

« Human papilloma virus 16 (HPV 16) fut decouvert par une
approche d’hybridation a faible stringence en utilisant une
sonde radiomarquée de HPV11 sur un Southern blot d’ADN de
carcinome uterin.

« HPV 16 est désormais reconnu comme un agent etiologique
majeur dans les cancer du col chez la femme.

Durst et al., PNAS USA 80: 3812-5 (1983)

Fig. 1. Blethybridization ak low sivingency of *P-labelad HPY 11
BN A with Paf Leleaved cellular WA from a eervical sarcinoma WV
2016, lane 21 and a larvogeal papillama containing HFY 11 DNA (lane
Bl



- Screening de banque de cDNA

Exemple de la decouverte de HCV

Extraction RNA de patients ou d’animaux
avec hépatite nonA-nonB

Synthese cDNA avec « random primers »

Clonage dans une banque d’expression
AGT11

Hybridation des clones avec sérums de
malades

Identification egalement de HEV, et GBV-C



CDNA screening (Hcv, HEV, GBV-C)

RNA + oligo dT primers

RT , CDNA

Clonage vecteur d’ expressm

@ Serum de patlen.

Sequengage du clone, blast ..........
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- DNA chips
Amplification aléatoire

Hybridation d’'une banque d’oligonucléotides
sous formes de DNA arrays

Analyse des sequences hybridées

Exemple d’application

— SARS-Co

— Typage virus respiratoires
— Typage papillomavirus
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IV- Hybridation soustractive

Methode permettant d’identifier des difféerences
de séguences entre un tissu infecté et un tissu
non infecté

ADN tissu non infecté = « driver » est hybridé
en exces avec ADN tissu infecté = « tester »

Les hybrides (seguences communes) sont
enleves enrichissant en séquences uniques du
« tester »

Enrichissement physique ou par Amplification



Exemple de |la découverte du bornavirus en 1990

» Hybridazation of driver mRNA & tester cONA — removal of ds
hybrids on hydroxyapatite column.

» Remaining subtracted cDNA used to construct a library or if
radiolabelled, as an enriched probe for library screening

* This method used in identification of Borna virus in 1990

 Differential colony hybridisation also used in Borna discovery

32P cDNA Sonde a 32P cDNA Sonde a
partir de mRNA de partir de mRNA de
tissu cérébral infecté tissu cérébral sain

par Bornavirus (BV)



RDA (Representational
Differential analysis)

Hybridation soustractive et amplification
Restriction des DNA driver » et «ester »
Ligation adaptateurs sur fragment tester
Dénaturation, et hybridation aleatoire

3 combinaisons possibles DD, DT et TT
Amplification avec adaptateurs
Enrichissement en sequences uniques T
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Exemple de la découverte du HHVS

KS est une tumeur fréeqguente chez patients avec
SIDA et également de formes endemiques
mediterranéenne et Africaine

Evidence épidemiologique d’'une éetiologie
Infectieuse
DNA des tumeurs est le « tester »

DNA de tissu sain du méme malade est le
« driver »

Seéquences uniques enrichies-d’'un
gammaherpesvirus proche de EBV

Nouvel HHV= HHV8 ou KSV




Soustraction « in silico »

DTS Digital Transcriptome Substraction
(2008)

Découverte du MCPyV (Polyomavirus des
cellules de Merkel)

Carcinome de Merkel

Analyse de 400 000 séquences de cDNA
Pyroséquencage

Soustraction vs genome humain
Séquences etrangeres = Nx virus



v- DD-RTPCR

e Differential display RT-PCR

« Amplification random des trancripts (mMRNA)
de tissu infecté

« Amplification random des transcripts
(MRNA) de tissu non infecté

 Comparaison des profils en cDNA

* Clonage sequencage des seguences
unigues



S'-T 42063
dM TP
Feverze franecriptace

YEAAAAAAAAAAA T

¥
S-ATOATCTCAA

YETTTTTITTTTITITT-5

SI'T 1 1.:':‘"'"3‘
S-ATGATCTCAA-3
dAn TP

Tan Poly merace
[aT=5] dATP

S-ATOATCTCAA

S-ATAATCTCAA

YETTTTTTTTTTT-5

Anmalyae ol amplifed cOMAs
QN 2 esnuencing gel




vi- DOP-PCR

MSRV-cpol SEQUENCE FLANKED BY THE CONSERVED VLPOG / YMOD MOTIFS OF pols

ALIGNMENT WITH OTHER RETROVIRUSES AMPLIFIED BY ‘PAN-RETRO’ PCR

cg a
PAS-0  §'-fggasagtgttacecc-d’
PAN-UI 5" -@gtgttaccecangg-3’

cgag

-stactaiaies
tacatggatgacattcte

WEYLEQE PEREZPTLEEMQLAHRILQPIRQAPPQCTILQ YHMODDIL
tacatggatgatttgtat

TEVYLPRPQ G THDDLY

tacgtggatgacttacty
FRESPTLEDEALHEHRDLADPRIQEPDLILLOG Y VODDLL

tatgoccaacagtectacctiatgteasasatatobogocacaguoatacatanggttagacatooctogasacanatytatattatacst  tacatggatgacatocta
VEYLPQG MANSPTLCOQERYVATAIBRKVREAWKQMNYIIER Y MODDIL

tggatggtettgececaagy
#HNVYLPQG PFPRDSPELFGQALAKDLGEFRSSPG--~TLYLQ YVODDLL




Pan retroviruse primers

c a
5'-Etgqauagtqttgcccc-3'

5 LS hgtgtct:ccic‘:gg-a i J10* 10° m-‘ul:)\":u' W W 10° m~‘”v|[(l;;\.lx w

tggaaagtactaccccaagg

W K Y L P 0 ¢
tacaatgtgcttccacaggg

Y N Y L 2 Q @ AR
tggaccagactcccacaggg

W T R L B Q0 ¢
tggaaggttttaccacaagg

W K Y L P Q0 ¢
tggatggtcttgeccccaagg

WM Y L B Q¢

10> 10> 10> 10° W W W

MPMV




vil- DNase-SISPA

Pool de prélevements

Enrichissement

— Ultracentrifugation
— Filtration

— Traitement DNase

Random priming
Clonage
Séquencage
BLAST data base



cDMA synthesis

e RepeReReReRe) N
Qo000
DOQOoOQOoOOO)
Qo000 00
o000
o000
Qo000
DO OoOQ0 00
alaNaNaNelaNaNa)
DO Q000
DO Q000
Qoo Q000




viil- VIDISCA
Virus Discovery cDNA-AFLP

cDNA amplified fragment lengh polymorphism
Random cDNA

Digestion enzymatique

Ligation d’adaptateurs sur sites de restriction
Amplification a partir des primers adaptateurs

C

A
N

ohage, séquencage, data base
pplication lors de la decouverte du HCoV-

| 63.
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Roj‘ling =

£ AT T, aF
Extended DNA
Random hexamer (=)
: /
Template DNA %29 DNA polymerase

(Strand displacement)

Tandemly repeated plasmid sequence (concatemer)
> € > €

i

&)
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Historigue

Les Polyomavirus infectent de nombreux vertebres

Polyomavirus murin isolé en 1953 par Gross impliquée
dans des tumeurs solides chez la souris

Simian Vacuolating Virus 40 (SV40) isolé en 1960 a
partir de culture de souche vaccinale Sabin sur
cellules de reins de singe

1971: Deux premiers polyomavirus humains

— BKV (Initiales patient) transplanté rénal

— JCV (Jamestown Canyon) cas de LEMP

2007 Deux nouveaux polyomavirus humains
— KIPyV. (Karolinska Institute polyomavirus)
— WUPyYV (Washington University polyomavirus)

2008 Merkel Cell Virus (MCPyV)
2010 HPyVG6, HPYV7 et TSPyV



Simian virus 40




Structure et Morphologie

Petits virus nus a ADN circulaire
Capside icosaedrique de 45 nm

3 proteines de capsides VP1(360), VP2 (30) et
VP3(60).

Assemblage en 72 capsomeres (60 hexagonaux et
12 pentagonaux).

Affinité de VP1 pour Ac. Sialique






Génome des polyomavirus

ADN circulaire de 5.5 kb
Associé a des histones cellulaires  (pseudo

Chromosome, pseudo-plasmide)

Code pour 6 ORFs
3 genes de capsides chevauchants

Code Antigenes T , small T, middle T and
large T antigen (sTAg, LTAQ) + aghoprotéeine

Orl entourée de zones non codantes






Endocytose
Attachement

roduction
protéine de capsid

Product|Sill
t et T-Ag

Replication d m
polyomavirus



Réplication des polyomavirus

e Cycle lytique avec production de virus

 Infection abortive et oncogenese

— Antigene T (LTAQ) suffisant pour induire I'immortal Isation de
certaines cellules (LTAg de SV40 et cellules murine  s)
— 3 domaines indispensables
« Liaison ADN et interaction avec DNA-J

« Liaison pRb protéines (rétinoblastoma protein) (blo cage
phosphorylation)

» Liaison p53
— Associations suspectées: toujours la controverse
 Virus du polyome de la souris
s SV40 et tumeurs chez les rongeurs (et ’homme?)
* Plus réecemment JCV et tumeurs solides chez 'homme?



noculation e D
S—— , Multiplicatio ]
JC/BK || into Lo 'P :r o n = Primary = Multiplication
viruses respiratory | I-;'[_.-_.. _I_- o viremia in Iudna}?
tract 1
i Transient

indefinitely | Immunocompetent €=
in kidney

secondary viremia

!

- Immunodeficient
Viruria and BK Ivi rus ;
possible multiplies e,
hemorrhagic — urinar};H Reactivation
cystitis tract

: bk JC virus viremia

¥

CNS

Possible progressive
multifocal

leukoencephalopathy
(PML)

Physiopathologie des polyomavirus



La découverte de nouveaux
polyomavirus humains

Technigues moléculaires (Dnase SISPA,
DTS....

Prelevements respiratoires et tumeurs
cutanees

KIPyV et WUPYV polyomavirus

MCPyV polyomavirus
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Epidemiologie

Etudes initiales WU 2% et Kl 1%

Distribution cosmopolite, Suede, Australie,
USA, Corée du Sud, Canada, UK et France.

Prevalences comparables
Montpellier (WU 2,4%; Kl 0,6%)

Nombreuses co -détections avec d’autres
agents pathogenes (30 ->70%)

Absence de saisonnalité dans la détection



WU-Bo
=, - WU-Mpt6
Stabilité géenétique {Wu-sf

des isolats PPy

: WU-Mptl
Montpellier WU-Mpt13

WU-Mptll
WU-Mptl0
WU-Mpt9
WU-Mpt8
WU-Mpt7
WU-Mpt5
WU-Mpt4
WU-Mpt2
WU-Mpt3

Kl-Stockholm 380
BKV




Pathogenese

 Ce gque I'on sait des polyomavirus
— Ubiquitaires, prévalence élevée
— Primo-infection ???7? (Porte d’entrée respiratoire)
— Persistance, latence
— Sécrétion asymptomatique fréquente
— Réactivation symptomatique surtout chez sujets 1D
— Oncogenese 7?7

 ROle pathogene des WUPyYV et KIPyV
— |solé chez enfants avec RTD mais co-infection

— |Isolé chez enfants asymptomatiques
« Canada, 6,4%; Coree du Sud, 4,2%, Ecosse, 10,7%

— Frequent chez enfants ID (Ecosse) idem JC/BK



Conclusion

Virus ubiquitaire, avec prévalence non negligeable
Aucune évidence de pathogenese respiratoire
Virus a transmission respiratoire probable

Latence ?

Conditions de réactivation ?

Pathogenese chez ID lors des reactivations?



MCPyV
(Merkel cell polyomavirus)

Puissance de la metagenomique
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Carcinome a cellules de Merkel (MCC)

Origine infectieuse ...??277.....

- Un cancer cutané rare

(<0.5/100000ynais agressif
(mortalite 33% /an)

- Avec une incidence en

augmentationix3 sur 10
ans)

- Incidence plus elevée
chez personnes agees et
patients immunodeprimes

- Analogies avec KS



MCC: origine infectieuse ?

Echantillons de MCC etudiés par Digital Transcriptome
subtraction (DTS)

=> [dentification de sequences homologuesa 'AgT des
polyomavirus

= Nouveau polyomavirus: MCPy

MCV350

15387 bpi

Feng et al., Science 2008, 319:1096-1C

EcoRl (2827)

BamHI {1152}
.



MCC: origine infectieuse probable ?

MCPyV retrouvé dans:
- Environ 80% des MCC selon etudes

-5 a 30% des tissus controbles....

Intégration du génome viral dans la plupart des tissus
tumoraux MCC

Feng et al., Science 2008, 319: 1096-100.
Shuda et al.;, PNAS 2008, 05:16272-7.
Sastre- Garau et al., J Pathol 2009, 218:48-56.






MCC: origine infectieuse probable ?

e Detection d’ADN viral dans d’autres pathologies cut anées
— Squamous cell carcinoma
— Other non melanoma skin cancer
— KS
— Porokeratosis
— ...etc...

e Deétection de I’'ADN viral dans des tissus cutanes sa ins

» Detection ADN viral dans sécrétion respiratoire



MCC: origine infectieuse probable ?

o Detection d’ADN viral dans d’autres pathologies

cutanees

20 -

P = 0.007

P=1.00
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MCC patients

Non-MCC patients

Foulongne et al., BrJ Dermatol 2009;05:16272-7.




MCC: origine infectieuse probable ?

Seroprévalence > 70% avec acquisition precoce du vi  rus dans la
vie

Bal o N W

Tolstov et al., Int J Cancer 2009; 125:1250-6.

Kean et al., PLOS Pathogens 2009; 5, e100036:
Pastrana et al., PLOS Pathogens 2009; 5, e1000

Touze et al:; L Clin Microbiol 2010; ahead of print

Comparable avec séroprevalence des autres polyomavi  rus
humains BK, JC...



V et portage C

.,
Merkel cell carcinoma Other skin dizeazses * Healthy individual:
Samples (n=3) (n =16} (n=1%)
Buceal swabs 13 0/13 124
Cutaneons swahsz
Overall 729 ) 878 ) 2670 )
Face 616 1416 1322
Trunk 11111 > 93% 1620 % 74% 1316 > 80%
Upper limb 12 1012 9/14 (P=0.03)
Lower limb 8 ) w18 118
Lesional skin 2 812 -

= Patients with Kaposi sarcoma (n = 8), cutaneous drug side-effect (n = 3), leg ulcer (n = 3), bullou: pemphigoid (n = 1),

psoriasis (o=

1), and myeosis fungoide (n =1).

i —“g : I~
?‘Jh.- - !*..I';
— = !

\ \‘%r : AN —s;
\%’\. nc.  85% - P< 0.01) .

‘J'* N \ Membres: 70%

%




Conclusion

Probable virus oncogene avec cofacteur
Tres ubiquitaire.....
Peu different HPVs
Nombreuses études encore necessaires

Cellules de réplication, cartographie
d’'intégration.....



Et encore des nouveaux!!!

Cell Host & Microbe

Merkel Cell Polyomavirus and Two
Previously Unknown Polyomaviruses
Are Chronically Shed from Human Skin

Rachel M. Schowalter,' Diana V. Pastrana,' Katherine A. Pumphrey,' Adam L. Moyer,' and Christopher B. Buck'-*
TTumaor Virus Molecular Biology Section, Laboratory of Cellular Oncology, National Cancer Institute, Bethesda, MD 20832-4263, USA
*Correspondence: buckc@mailnih.gov
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Discovery of a New Human Polyomavirus Associated

with Trichodysplasia Spinulosa in an
Immunocompromized Patient

Els van der Meijden’, René W. A. Janssens’, Chris Lauber’, Jan Nico Bouwes Bavinck®, Alexander E.

Gorbalenya', Mariet C. W. Feltkamp'*

1 Department of Medical Microbiclogy, Leiden University Medical Center, Leiden, The Nethedands, 2Department of Dermatology, Jeroen Bosch Hospital, ‘s
Hertogenbosch, The Nethedands, 3 Department of Dermatology, Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands
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Metagénomigue et description
du microbiome humain

e Human virome

 Exemple de la peau: Tres nombreux HPVs
et nombreux HPyVs (MCPyV, HPyV®G,

e « Flore cutanée virale ».....??7?



