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1. INTRODUCTION

Le virus Epstein-Barr (EBV) est un y-herpesvirus qui infecte environ 95% des adultes dans le
monde. L'EBV a un tropisme pour les cellules épithéliales ol la réplication lytique se produit,
et les lymphocytes B ou l'infection latente est établie. Les différentes phases de I'infection par
I'EBV sont étroitement controlées tout au long de la vie de I’h6te infecté, et I'infection
chronique chez les individus immunocompétents est essentiellement asymptomatique
(Miyashita et al., 1995). Cependant, le controle de l'infection chronique par I'EBV chez les
patients immunodéprimés peut étre insuffisant, conduisant a différents types
d'immunopathologies, tels que les lymphohistiocytoses hémophagocytaires et les syndromes
lymphoprolifératifs (Kim et al., 2017) (ci-aprés dénommés EBV-LPD pour EBV-associated

lymphoproliferative disorders).

Plusieurs déficits immunitaires primaires (DIP) sont associés a un mauvais contrdle de I'EBV et
sont également associés a un risque accru de EBV-LPD (Cohen et al., 2015). En effet, certaines
anomalies génétiques héréditaires associées aux DIP peuvent affecter la réponse immune
cytotoxique spécifique de I'EBV, voire I'abroger complétement pour certaines d’entre elles.
Les études portant sur les DIP et leurs mécanismes moléculaires sous-jacents ont permis de

mieux comprendre les processus immunologiques et cellulaires controlant l'infection a EBV.

L'EBV infecte les lymphocytes B in vivo et in vitro et peut conduire a leur immortalisation. Les
génes latents de I'EBV dont I'expression est étroitement régulée, entrainent une activation et
une prolifération des lymphocytes B infectés (Young et Rickinson, 2004). Une réponse
cytotoxique puissante combinée a une activation des lymphocytes B infectés conduit a une
restriction progressive de l'expression des génes de latence. La dérégulation de cette
interaction complexe et dynamique entre I'expression des génes viraux et de l'activation

cellulaire peut conduire a une transformation cellulaire.

L'ataxie télangiectasie (AT) est un DIP rare causé par une mutation du géne ATM. Les patients

atteints d’AT présentent un risque accru de cancer, y compris d’EBV-LPD (Suarez et al., 2015).
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Cependant, I'ampleur du déficit immunitaire dans I’AT est variable et la plupart des patients
ne présentent que des altérations immunologiques mineures (Nowak-Wegrzyn et al., 2004).
La kinase ATM intervient dans de nombreuses fonctions allant de la réparation de I'ADN a la
modulation de I'expression des génes. Paradoxalement, alors que la fréquence des EBV-LPD
est augmentée chez les patients atteints d’AT, ils ne présentent pas de déficit majeur en

lymphocytes T.

Sur la base de cette observation, nous émettons I'hypothése que le défaut d'ATM dans les
cellules infectées par EBV pourrait perturber la latence de I'EBV, favorisant un programme de
latence plus enclin a la lymphomagenése. Dans cette introduction, nous examinerons les
caractéristiques de I'AT, décrirons les réles d’ATM et le cycle de I'EBV, puis discuterons des
anomalies immunologiques et cellulaires susceptibles de créer une prédisposition aux EBV-
LPD. Une partie de cette introduction est la traduction francaise d’'une revue publiée dans

« Frontiers in Immunology » au cours de cette thése.

2. L'ATAXIE TELAGIECTASIE

a. Caractéristiques cliniques

L'ataxie-télangiectasie (AT) est une maladie autosomique récessive causée par la mutation
biallélique du géne Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM). C'est une maladie rare avec environ
1/ 300.000 naissances vivantes (Woods et al., 1990). L'AT a été décrite pour la premiére fois
par Syllaba et Henner en 1926 (Syllaba et Henner, 1926). Elle a ensuite été davantage
caractérisée par Denise Louis-Bar (Louis-Bar, 1941) et finalement nommée par Boder et

Sedgwick en 1958 (Boder et Sedgwick, 1958).

Plus de 400 mutations du géne ATM ont été rapportées (base de données Leiden Open
Variation). La plupart de ces mutations entrainent une perte compléte de I'expression de la
protéine ATM, mais des mutations faux-sens et d'épissage peuvent entrainer |'expression

d'une protéine ayant une activité kinase résiduelle (Staples et al., 2008).

16



La protéine ATM intervient principalement dans la réparation des cassures double-brin (CDB)

et la prise en charge des dérivés réactifs de I'oxygene (ROS pour Reactive Oxygen Species).

L'AT est caractérisée par une neurodégénérescence progressive conduisant a une ataxie
cérébelleuse, des télangiectasies oculo-cutanées, des degrés variables d'immunodéficience,
une incidence accrue de cancers, une augmentation du taux d'a-foetoprotéine sérique (Taylor
et al., 1996) et une hypofertilité. Les organes touchés sont ceux qui sont les plus sensibles aux
CDB et aux ROS, notamment les cellules de Purkinje et les cellules endothéliales. Cependant,

la présentation clinique est trés hétérogéne avec une pénétrance variable.

La forme classique de I’AT commence généralement vers |'age de 2 ans par des signes d’ataxie.
Les symptOmes s’aggravent progressivement et la plupart des patients finissent par se
déplacer en fauteuil roulant a I'dge de 10 ans. Des formes atypiques d'AT peuvent apparaitre
plus tardivement et se développer lentement (Méneret et al., 2014). Les patients atteints d’AT
ont une espérance de vie réduite avec une médiane de survie de 19 a 25 ans (Micol et al.,
2011, Crawford et al., 2006). La mortalité est principalement due aux infections des voies

respiratoires et aux cancers (Nowak-Wegrzyn et al., 2004).

b. Caractéristiques immunologiques

Les patients atteints d’AT présentent une immunodéficience trés variable, consistant en une
lymphopénie B et T modérée chez environ 70% des patients (Nowak-Wegrzyn et al., 2004).
Plus de 60% des patients présentent également des taux anormaux d'immunoglobuline
sérique, notamment un déficit en 1gG4 (65%), en IgA (63%) et en IgG2 (48%) (Nowak-Wegrzyn
et al., 2004). Cette immunodéficience est rarement progressive contrairement a |'atteinte
neurologique, et certains patients n’en sont pas affectés (Staples et al., 2008). Les patients
présentant une perte compléte de la protéine ATM ont généralement un phénotype
immunologique plus sévere que les patients présentant une activité résiduelle de la kinase
ATM. Souvent, une hypoplasie thymique est observée chez ces patients et concorde avec la

lymphopénie (Micheli et al, 2003).
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ATM joue un role primordial dans le développement des lymphocytes car elle permet la
réparation des CDB survenant au cours de I'ontogenése des lymphocytes B et T (Lumsden et
al., 2004), en particulier lors de la recombinaison V-(D)-J (Bredemeyer et al., 2006).
En conséquence, une réparation défectueuse des CDB chez les patients atteints d’AT
provoque une instabilité génomique conduisant a une lymphopénie B et T. Cependant, la
réparation des CDB demeure possible par une voie non canonique ATM-indépendante, la voie
alternative des jonctions d’extrémités (AEJ pour alternative end-joining). Cette voie est moins
efficace et est encore mal comprise (Kotnis et al., 2009), mais pourrait expliquer le faible degré
de lymphopénie chez les patients atteints d’AT (Pan et al.,, 2002). Enfin, les cellules
immunitaires des patients atteints d’AT ont une sensibilité accrue a I'induction de I'apoptose
par voie extrinséque, ce qui contribue au développement de cette lymphopénie (Carney et al,
2012).

Malgré cette immunodéficience, les infections virales séveres et les infections opportunistes
demeurent rares (Nowak-Wegrzyn et al., 2004), probablement en raison d’une réponse
lymphocytaire T intacte (Pashankar et al., 2006). La réponse vaccinale est de plus correcte
avec certains patients présentant une réponse totalement normale et d’autres présentant une

réponse réduite (Nowak-Wegrzyn et al., 2004).

3. ATM : UN HUB DE SIGNALISATION

a. Description d’'ATM

Le gene ATM a d'abord été identifié et cloné par Savitsky en 1995. ATM est situé sur le
chromosome 11g22-g23 et s'étend sur environ 160 kb d'ADN génomique. Il code pour un
transcrit de 13 kb de 66 exons sans preuve de formes d'épissage alternatif (Uziel et al., 1996).
Le géne ATM code pour une sérine / thréonine kinase de 350 kDa appartenant a la famille des
kinases liées a la phosphatidylinositol 3-kinase (PIKK) (Shiloh, 2003). Comme les autres
membres de sa famille, elle posséde un domaine Kinase, stabilisé et régulé par un domaine
FAT (Focal Adhesion kinase, Targeting domain) et un domaine FATC (FRAP, ATM, TRRAP C-
terminal domain, Figure 1). Un site de liaison au substrat situé pres de I'extrémité N-terminale
est important pour la liaison de p53, NBS1 et BRCA1 (Fernandes et al., 2005).
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Figure 1 : Schéma de la structure de la protéine ATM. Ce schéma montre les emplacements des domaines SBS, FAT, kinase
et FATC, ainsi que les sites d’autophosphorylation (P) et d’acétylation (Ac). Le domaine SBS (Substrate Binding Site : site de
liaison au substrat) est important pour l'interaction d’ATM avec les protéines p53, NBS1 ou BRCA1l. ATM peut étre
autophosphorylée sur les sites Ser367, Ser1893, Ser1981 ou acétylée sur le site Lys3016 par I'acétyltransférase TIP60. (Inspiré
de Lavin, 2008).

Les protéines ATM sont principalement localisées dans le noyau sous forme de diméres
inactifs, mais environ 20% se trouvent dans le cytoplasme, principalement dans les
peroxysomes, les endosomes et sous forme de protéines solubles (Lavin, 2008). ATM
intervient dans de nombreuses fonctions cellulaires, notamment le contrdle du cycle
cellulaire, I'apoptose, le stress oxydatif, le métabolisme mitochondrial, la régulation des génes
et la maintenance des téloméres, mais I'un de ses principaux réles est son implication dans la

réparation des CDB de I’ADN (Shiloh et Ziv, 2013).

b. ATM joue un rdle primordial dans la voie de réponse aux CDB

i. ATM permet la réparation des CDB

Les CDB peuvent se produire a la suite de processus endogenes, lors du blocage des fourches
de réplication ou des réarrangements géniques tels que la méiose, la recombinaison V-(D)-J
ou la commutation de classe. Elles peuvent également étre causées par facteurs exogenes tels
que les rayonnements ionisants ou la chimiothérapie (Friedberg et al., 2004). Les CDB peuvent
entrainer des délétions, des translocations et des fusions chromosomiques. Leur prise en
charge est par conséquent essentielle pour le maintien de la stabilité du génome et la

prévention des cancers.

19



ATM est partiellement activée dans les secondes suivant une CDB, probablement a la suite de
la relaxation de la chromatine adjacente a la cassure. Cette activation partielle permet
notamment a la kinase de phosphoryler p53. De maniére concomitante, la protéine MDC1 se
place sur les berges de la cassure et recrute la protéine ATM ainsi que le complexe MRN,
composé des protéines MRE11, RAD50 et NBS1. Celui-ci reconnait alors le site de la CDB et
recrute a son tour ATM. L’association du dimere d’ATM avec le complexe MRN déclenche
I"autophosphorylation du dimeére sur les sérines 367, 981 et 1983. L'acétylation d’ATM sur la
lysine 3016 médiée par I'acétyltransférase TIP60 compléete cette activation (Sun et al., 2007),
conduisant a une transition de la forme dimérisée vers la forme de monoméres actifs
(Bakkenist et Kastan, 2003). ATM phosphoryle alors H2AX, une variante de la famille des
histones H2A, en formant des foyers yH2AX qui servent de support pour le recrutement de
protéines de réparation de I'ADN telles que MDC1, 53BP1 et BRCAl. Certains autres
partenaires importants sont phosphorylés par ATM, tels que CHK2 et p53, qui initient les
événements en aval de la réparation de I'ADN et induisent un arrét du cycle cellulaire ou une

apoptose en cas d'échec de la réparation de I'ADN (Shiloh et Ziv, 2013) (Figure 2).
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Figure 2 : Activation d’ATM et signalisation en aval en réponse a une CDB. La CDB induit une activation rapide du dimeére
ATM et du complexe MRN, qui induit a son tour I'autophosphorylation et la monomérisation de la protéine ATM. ATM devient
pleinement actif et phosphoryle un large sous-groupe de protéines en aval, notamment yH2AX, qui sert de support au
recrutement des protéines de réparation MDC1, BP53 et BRCA1 impliquées dans la réparation de I’ADN, CHK2 impliqué dans
I'arrét du cycle cellulaire et p53 impliqué dans I'induction de I'apoptose. La protéine CHK2 phosphoryle également p53 pour

favoriser I'arrét du cycle cellulaire ou induire I'apoptose si la réparation est impossible.
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La formation du complexe MRN et I'activation d’ATM permettent d’initier la réparation de
I’ADN qui se fait par deux voies principales (Figure 3), la recombinaison homologue (HR pour
homologous recombination) et la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ pour non-

homologous end-joining).
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Figure 3. Réparation de I’ADN par les voies HR et NHEJ. L’activation d’ATM et du complexe MRN initient la réparation de
I’ADN par deux mécanismes. La jonction d’extrémités non homologues débute par I'attachement de Ku70/Ku80 puis de DNA-
PKc sur les berges de la CDB. Artémis permet le remodelage des extrémités de I’ADN qui sont ensuite ligués par le complexe
LiglV/XRCC4. La recombinaison homologue commence par le remodelage des extrémités de la cassure pour produire un ADN
simple-brin de chaque c6té immédiatement recouvert de RPA. Ceux-ci sont remplacés par Rad51, qui conjointement avec
Rad52, Rad54, BRCA1 et BRCA2, permet I'invasion de la chromatide sceur, qui sert de modéle a I’ADN polymérase. Apres

extension, les berges de la CDB sont rejointes par ligation. (Inspiré de Czornak et al, 2008).

La réparation par HR est un processus de réparation fidéle, qui utilise la chromatide sceur
comme matrice pour restaurer la séquence initiale de I’ADN. Elle se produit pendant les

phases S et G2 du cycle cellulaire, lorsque les chromatides sceurs sont disponibles.
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Apreés la formation du complexe MRN et I'activation ATM, la protéine MRE11 fixe les protéines
CTP1 et CTIP, présentes uniqguement en phases S et G2, qui activent alors la fonction nucléase
de MRE11 (Takeda et al, 2007). MRE11 excise une partie d’ADN simple-brin de 5’ vers 3’ de
part et d’autre de la cassure, dénudant une partie d’ADN simple-brin qui est immédiatement
recouverte par des protéines RPA. Ces protéines sont ensuite remplacées par les
recombinases RAD51 qui interagissent avec RAD52, RAD54, BRCA1 et BRCA2, et envahissent
la chromatide sceur a la recherche de la séquence homologue. Une fois la séquence trouvée,
les extrémités simple-brin de la cassure se retrouvent hybridées a leur homologue intact. Une
polymérase étend alors ces extrémités et une ligase permet de restaurer la continuité de

I’ADN.

La réparation par NHEJ est un processus sujet aux erreurs, elle permet d’assurer la continuité
de 'ADN endommagé sans restaurer la séquence initiale. Par conséquent elle peut entrainer
des pertes de nucléotides, voire des translocations ou des fusions. Elle se produit pendant les
phases GO, G1, et M du cycle cellulaire lorsque les chromatides sceurs ne sont pas disponibles.
Apreés la formation du complexe MRN et I'activation d’ATM, MRE11 recrute KU70 et KU8O
(Goedecke et al, 1999). Ces protéines forment un hétérodimeére qui se lie aux extrémités de la
cassure et recrutent le complexe DNA-PKc qui lie également les extrémités de la cassure et
phosphoryle Artémis. Celle-ci permet de remodeler les deux extrémités de la CDB pour les
rendre concordantes, puis la ligase IV accompagnée de son cofacteur XRCC4 permettent de

restaurer la continuité de I’ADN (van Gent et van der Burg, 2007).

ii. ATM induit I'arrét du cycle cellulaire

Hormis les protéines impliquées dans la réparation de I’ADN, ATM phosphoryle plusieurs
autres protéines importantes qui induisent un arrét du cycle cellulaire (Shiloh et Ziv, 2013).
Par ce biais, ATM régule les points de contréle du cycle cellulaire en phases G1, S et G2, ce qui
permet a la cellule d’éviter de progresser dans le cycle avant que la réparation des CDB n’ait

eu lieu.
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L’activation du point de controle en phase G1 nécessite une activation de p53. En effet, un KO
de p53 entraine une abrogation compléete de ce point de contréle (Ko et Prive, 1996). ATM
peut activer p53 de plusieurs manieres, par une phosphorylation directe (Siliciano et al, 1997),
par une phosphorylation indirecte passant par CHK2 (Chehab et al, 2000) et par une
phosphorylation de MDM2 permettant de lever son inhibition sur p53 (Maya et al, 2001).
L’activation de p53 augmente I'expression de P21, entrainant I'inhibition du complexe Cycline

E/CDK2 nécessaire pour la transition vers la phase S (Roos et Kaina, 2006).

L’activation du point de controle en phase S nécessite une activation d’ATM. En effet, les
cellules déficientes en ATM sont incapables d’initier ce point de contréle (Painter et Young,
1980). Dans ce contexte, ATM phosphoryle CHK2 qui phosphoryle CDC25A alors dégradée par
le protéasome (Falck et al, 2001). CDC25A est nécessaire pour activer le complexe Cycline
A/CDK2, qui ne peut plus déclencher les origines de réplication, bloquant ainsi la cellule en

phase S (Donaldson et Blow, 1999).

L’activation du point de contrdle en phase G2 repose principalement sur I'activation d’ATR
(Liu et al, 2000), une autre protéine de réparation de la méme famille qu’ATM. Cependant,
des cellules déficientes en ATM irradiées en phase G2 se montrent peu capables d’initier ce
point de contrdle, montrant qu’ATM y joue tout de méme un réle important (Beamish et Lavin,
1994). Dans ce contexte, ATM phosphoryle CHK2 qui phosphoryle CDC25C qui se lie alors a la
protéine 14-3-3. Le complexe CDC25C/14-3-3 est séquestré dans le cytoplasme et ne peut plus

activer le complexe Cycline B/CDK2, empéchant ainsi la cellule de continuer en mitose.

iii. ATM induit 'apoptose en cas de réparation impossible

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, important dans le
développement, la réponse au stress, I'homéostasie tissulaire et le systéme immunitaire. Il
existe deux voies apoptotiques principales: la voie intrinseque a la cellule, et la voie
extrinseque nécessitant I'activation de récepteurs de mort. ATM active la voie intrinséque en
cas de dommages sévéres de I’ADN, permettant d’éliminer la cellule devenue potentiellement

dangereuse pour I'organisme.
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Quelle que soit I'étape du cycle cellulaire, le déclenchement de I'apoptose par ATM repose
sur I'activation de p53. Lorsque les CDB sont peu nombreuses, ATM phosphoryle une petite
guantité de p53 suffisante pour contribuer a l'arrét du cycle. Lorsque les CDB sont
nombreuses, ATM phosphoryle une quantité considérable de p53 qui transactivent des genes
pro-apoptotiques tels que BAX et PUMA (Roos et Kaina, 2006). L’accumulation de p53 favorise
I'oligomérisation de BAX et BAK et leur translocation mitochondriale, tout en inhibant les
protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL (Amaral, 2010). Les protéines pro-apoptotiques
ainsi activées perméabilisent la membrane mitochondriale libérant le cytochrome C. Celui-ci
s’associe a APAF1 et a la caspase 9 formant |'apoptosome (Pradelli et al., 2010). La caspase 9
conduit a I'activation des caspases effectrices 3, 6 et 7 qui initient la condensation de la
chromatine, le désassemblage du noyau et le bourgeonnement de la membrane
caractéristique de I'apoptose. Fait intéressant, ATM est clivée trés précocement par la caspase
3 pour éviter une signalisation de réponse aux CDB inutile lors de la fragmentation de ’ADN
(Smith et al., 1999). L’accumulation de p53 transactive également le récepteur de mort FAS,
suggérant un role d’ATM dans la voie extrinseque, mais les articles sont peu nombreux et

contradictoires (Ilvanov et al., 2009 ; Stagni et al., 2008).

iv. ATM intervient dans le remodelage de la chromatine

La chromatine est constituée d’un enchainement de nucléosomes, eux-mémes composés de
protéines histones qui ont pour fonction de protéger I’ADN. La chromatine est habituellement
décrite selon son état transcriptionnel. L'euchromatine est une chromatine faiblement
condensée et transcriptionnellement active, tandis que I’hétérochromatine est une
chromatine fortement condensée et transcriptionnellement inactive. Lors d’une CDB, la
réparation de I’ADN se fait de concert avec la modification de I'organisation de la chromatine
pour maximiser |'efficacité de la réparation. ATM permet I'activation de protéines impliquées
dans des modifications épigénétiques et dans le remodelage de la chromatine, permettant
d’atténuer les barriéres de structure pour faciliter 'accés aux protéines de réparation, et de
réprimer les processus qui pourraient interférer avec la réparation, tels que la réplication ou

la transcription.
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Lorsqu’une CDB a lieu dans I’'hétérochromatine, ATM phosphoryle la protéine KAP1 (Chiu et
al, 2017) qui perturbe le complexe NURD, impliqué dans le remodelage et la désacétylation
des histones, ce qui provoque son départ de I’'hétérochromatine (Stanley et al, 2013). Cet
événement est associé a la relaxation de la chromatine permettant de faciliter I'acces aux

protéines de réparation (Ziv et al, 2006).

Lorsqu’une CDB a lieu dans I'’euchromatine, ATM active les E3-ubiquitines-ligases RNF8 et
RNF168 qui ubiquitinent les histones H2A a proximité. Cela bloque la décompaction de la
chromatine accompagnant I'activité de la Polymérase Il et inhibe ainsi la transcription des

genes au voisinage (Shanbhag et al., 2010).

Un regard particulier doit étre consacré a la chromatine nucléolaire, car il s’agit de
I’euchromatine la plus fortement transcrite du génome. Lorsqu’une CDB a lieu au sein de
I’ADN ribosomal, ATM va conduire, par l'intermédiaire de NBS1, au blocage de I'ARN
polymérase | et a sa sortie du nucléole (Harding et al, 2015). ATM va également induire une
réorganisation spatiale du nucléole pour placer les CDB a la périphérie, dans des structures
appelées « caps nucléolaires », permettant de faciliter I'acceés aux protéines de réparation

(Shav-Tal et al., 2005).

c. Implications d’ATM dans d’autres voies de signalisation

La plupart des études portant sur ATM se concentrent sur son implication dans la réponse aux
CDB. Ces études sous-entendent I'existence d’une dichotomie entre une protéine ATM
« dormante » en conditions physiologiques et une protéine ATM qui répond de maniére
explosive dans les secondes suivant la CDB. Cependant, des preuves s’accumulent sur un role
continu d’ATM dans les processus de signalisation cellulaire non limités aux seuls dommages

de I’ADN, et dont certaines de ses fonctions sont cytoplasmiques (Shiloh et Ziv., 2013).
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i. Stress oxydatif

ATM intervient dans la physiologie mitochondriale (Ambrose et al, 2007). Les lignées
lymphoblastoides déficientes en ATM ont une augmentation du nombre de mitochondries,
une diminution de la respiration mitochondriale et une augmentation de la production basale
de ROS par la chaine respiratoire. Une étude plus récente sur des thymocytes de souris
suggeére que cette augmentation du nombre de mitochondries n’est pas due a une
augmentation de la biogenése mitochondriale mais a une diminution de la mitophagie
(Valentin-Vega et al, 2012). L'ajout d’antioxydant ou la réexpression d’ATM permettent de
normaliser la respiration mitochondriale (Ambrose et al, 2007). ATM favorise donc la

mitophagie et la gestion des ROS mitochondriaux.

ATM joue un réle similaire dans la régulation des peroxysomes. Ces organites permettent
I’oxydation des acides aminés et des acides gras et sont donc aussi source de ROS. Tout
comme la mitochondrie, ils expriment la catalase et la superoxyde dismutase pour prendre en
charge les ROS. Le peroxysome apparait comme étant tres lié a la mitochondrie et
inversement. Une dysfonction peroxysomale peut causer des anomalies mitochondriales
(Lismont et al., 2015) et des altérations de I'état redox du peroxysome sont susceptibles
d'avoir une incidence sur l'activité rédox mitochondriale (Schrader et al., 2015). En condition
basale, ATM lie Pex5, une protéine de la membrane peroxysomale, qu’elle phosphoryle en cas
de stress oxydatif. Suite a cette phosphorylation, Pex5 est ubiquitinée puis reconnue par
I’adaptateur de I'autophagie p62, qui cible alors le peroxysome vers la pexophagie. ATM est

donc aussi impliquée dans la pexophagie et la régulation des ROS peroxysomaux.

ATM intervient également dans le maintien de I'équilibre rédox cellulaire en favorisant une
réponse antioxydante par la voir des Pentoses-Phosphates (PP). Cette voie permet la synthese
du NADPH qui est requis pour la synthése du glutathion, molécule la plus importante pour la
détoxification des ROS de la cellule. ATM permet la phosphorylation et I'activation de la
G6PDH qui est I'enzyme limitante dans la voie des PP (Cosentino et al, 2011). Les souris

déficientes en ATM possedent un niveau réduit en NAPDH et en synthese de glutathion.
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ii. Métabolisme

ATM modifie également le métabolisme de la cellule en réponse au stress oxydatif. ATM est
responsable de I'inhibition de mTORC1 par une cascade de signalisation dans des lignées
lymphoblastoides (LCL pour lymphoblastoid cell lines) issues de donneurs sains en présence
d’H,0; (Alexander et al, 2010). L'inhibition de mTORC1 conduit a I'autophagie, qui permet de
recycler les organelles de la cellule et de récupérer des nutriments issus de la dégradation de
ces organelles en cas de stress. Au contraire, des LCL déficientes en ATM et incubées en
présence d’H,0; ne sont pas capables d’induire I'inhibition de mTORC1. L’intervention de la
mitochondrie est nécessaire pour l'inhibition de mTORC1 par ATM, méme si la voie précise

n’a pas encore été caractérisée (Moria et al, 2014).

ATM intervient dans le contréle de 'homéostasie du glucose en régulant la voie de réponse a
I'insuline. ATM phosphoryle le répresseur de traduction 4EBP1 en réponse a I'insuline. 4EBP1
est un inhibiteur réversible de elF4E, un composant du complexe d'initiation de la traduction,
et sa phosphorylation entraine sa dissociation de elF4E favorisant ainsi la synthése des
protéines (Yang et Kastan, 2000). ATM répond également a I'insuline en activant la protéine
kinase AKT, qui permet I'augmentation de I’expression du récepteur GLUT4 a la membrane,

et améliore ainsi 'absorption du glucose dans la cellule (Xu et al, 2012).

4. PREDISPOSITION DES PATIENTS ATTEINTS D’AT AUX NEOPLASIES

L’hypothése d’une association entre AT et I'incidence accrue de cancers n’est pas récente et
date de la caractérisation de la maladie par Boder et Segwick en 1963. Cette association a
ensuite été confirmée en 1964 (Raymond et al., 1964), puis I'incidence des cancers au début
de I'age adulte a été estimée aux alentours de 10% a 15% dont plus de 80% d’hémopathies
malignes (Kersey et al., 1973 ; Spector et al., 1982 ; Taylor et al., 1996). L'incidence accrue des
cancers chez les patients atteints d’AT est due a la réparation défectueuse des CDB, qui
provoque une instabilité génomique conduisant a des délétions, des translocations ou des

fusions de genes.
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Ces cancers concernent principalement les lignées lymphocytaires, sans doute en raison de la
nécessité de I'utilisation de CDB pour la maturation des génes des immunoglobulines. En effet
environ 10% des patients atteints d’AT développent une expansion clonale de lymphocytes T
qui possedent des réarrangements chromosomiques et peuvent évoluer vers des leucémies
et lymphomes T (Stoppa-Lyonnet et al., 1998). De plus, de multiples hémopathies lymphoides
B sont également associées a des mutations acquises d’ATM, telles que le lymphome a cellules
du manteau, le lymphome diffus a grandes cellules B et les lymphomes de Hodgkin, montrant
que le tissu lymphoide est particulierement sensible a I'inactivation d’ATM. L’utilisation de la
voie AEJ dans le cadre de I'ontologie B et T, voie qui génére de multiples erreurs, explique
également pourquoi les patients atteints d’AT sont principalement susceptibles a ce type de

néoplasies (Pan et al.,2002).

Une description précise des types de néoplasies des patients atteints d’AT et de leur incidence
a été réalisée par notre équipe, a travers une étude rétrospective des cancers de 279 patients
atteints d’AT du registre du Centre National de Référence pour les Déficits Immunitaires
Primaires (CEREDIH) (Suarez et al., 2015). Prés de 90% des complications néoplasiques
observées au cours de I'AT correspondaient a des hémopathies malignes. De plus, la grande
majorité de ces dernieres étaient représentées par des lymphomes non hodgkiniens B
agressifs (B diffus a grandes cellules et Burkitt) ou par des lymphomes de Hodgkin. Pres de la
moitié des lymphomes non hodgkiniens B, et la totalité des lymphomes de Hodgkin qui ont pu

étre étudiés étaient associés a I'EBV en immunohistochimie et en hybridation in situ.

La fréquence des néoplasies associées a I'EBV chez les patients atteints d’AT a d’abord été
décrite comme étant une conséquence de I'immunodéficience (Saemundsen et al., 1981). Il a
ensuite été suggéré que les lymphocytes des patients atteints d’AT avaient par eux-mémes
une susceptibilité accrue a la transformation par I'EBV (Okano et al., 1993). Cette prévalence
accrue de tumeurs malignes associées a I'EBV pourrait étre due, en plus de

I'immunodéficience, a une régulation perturbée de la latence du virus.
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5. CYCLE DE VIE DU VIRUS D’EPSTEIN BARR

a. Un virus humain associé a de multiples néoplasies

L’EBV appartient a la famille des Herpesviridae, une famille de grands virus enveloppés a ADN
double-brin, et a été identifié pour la premiere fois dans le lymphome de Burkitt dans les
années 1960 (Epstein et al., 1964). Tous les herpesvirus ont deux phases distinctes d'infection,
lytique et latente. L'EBV établit un cycle lytique dans les cellules épithéliales et un cycle latent
dans les lymphocytes B. Son génome est composé d’une double hélice d’ADN de 172kB codant
pour 85 genes, dont 76 genes interviennent dans sa réplication lytique et 9 dans le contréle
de sa latence (Amon et Farell, 2005). Cet ADN est entouré d’une nucléocapside recouverte
d’un tégument et enveloppée d’'une membrane composée de lipides et de glycoprotéines de
surfaces essentielles a I'infection de la cellule (Odumade et al, 2011). Son diameétre est de

I'ordre de 122 a 180 nm.

L'infection a EBV est associée au développement de tumeurs d’origine lymphoide ou
épithéliale (Tableau 1), notamment le lymphome de Burkitt et le carcinome gastrique, le
lymphome de Hodgkin et le carcinome du nasopharynx, ainsi que les lymphomes associés au
syndrome d’'immunodéficience acquise (SIDA) et a la transplantation (Suarez et al., 2006). Ces
néoplasies associées a EBV sont tres différentes a la fois sur le plan histologique et
moléculaire. Elles dérivent de différents stades de I'infection virale et refletent I'expression
dynamique des genes viraux. Dans le lymphocyte B, ces stades de l'infection virale sont

intimement liés aux stades de différentiation du lymphocyte.
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Lymphoid lesions References

Burkitt's lymphoma (Epstein et al, 1964)
AlIDS-related lymphoproliferative disorder (Ziegler et al, 1982)
Post transplant lymphoproliferative disorder (Starzl et al, 1984)
Diffuse large B-cell lymphoma (Weiss et al, 1988)
Angioimmunoblastic T cell lymphoma (Weiss et al, 1992)
Hodgkin's lymphoma (Hamilton-Dutoit et Pallesen, 1992)
NK and T cell lymphoma (Tao et al, 1995)
Non-lymphoid lesions References
Nasopharyngeal carcinoma (Andersson-Anvret et al, 1977)
Squamous cell carcinoma (Purtilo et al, 1984)
Gastric adenocarcinoma (Shibata et al, 1991)
Salivary gland carcinoma (Raab-Traub et al, 1991)
Leiomyosarcoma (van Gelder et al, 1995)

Tableau 1 : Tumeurs malignes lymphoides et non lymphoides associées a I'EBV. Depuis les années 1960, un grand nombre
de cancers ont été progressivement associés a I'EBV. Pour chaque cancer, la premiére découverte d'implication de I'EBV est

donnée dans la référence associée.

b. Etablissement de la latence virale

La transmission de I'EBV d’un hote a un autre s’effectue par la salive, le plus souvent de
maniére asymptomatique pendant I'enfance (Thorley-Lawson et Allday, 2008). Le premier site
d’infection est I"épithélium de I'oropharynx ou I'EBV entre en cycle lytique. Il utilise la
machinerie cellulaire pour se répliquer et produire de multiples virions, entrainant la mort de
la cellule. Ces virions diffusent dans les tissus lymphoides sous-jacents, notamment au niveau
de I'anneau de Waldeyer. lls infectent alors les lymphocytes B suite a l'interaction de la
glycoprotéine de I'enveloppe virale gp350 avec le récepteur hote CD21. Le CD21 est un
récepteur du fragment C3d du complément (Nemerow et al, 1985). Ce récepteur n’est pas
restreint aux lymphocytes B, des molécules identiques ou apparentées ont été trouvées dans
les cellules T et les cellules épithéliales (Timens et al, 1991 ; Hedrick et al, 1992). Néanmoins,
I'infection par EBV a été décrite dans des cellules CD21 négatives, suggérant |’existence d’un

autre mode d’infection indépendant de ce récepteur.
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La fusion de l'enveloppe virale avec la membrane de I'h6te implique trois autres
glycoprotéines, a savoir gp85, gp25 et gp42 (Li et al, 1995). L'une de ces glycoprotéines, gp42,
se lie en outre au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il et favorise
I'infection des lymphocytes B (Li et al, 1997). Une fois I'enveloppe virale fusionnée avec la
membrane de I'hbte, le génome de I'EBV migre vers le noyau puis se circularise sous forme
épisomale (Hurley et Thorley-Lawson, 1988), ce qui déclenche I’expression virale du
promoteur Wp (Woisetschlaeger et al., 1990). Des facteurs cellulaires comme PAX5, un
facteur de transcription spécifique du lymphocyte B, viennent transactiver le promoteur Wp
(Tierney et al., 2000) pour produire les protéines virales EBNA-2 et EBNA-LP (Alfieri et al.,
1991).

EBNA-2 est un activateur transcriptionnel qui interagit avec la cible de la voie Notch, RBP-Jk,
suggérant qu’elle agit comme un homologue fonctionnel d’un récepteur Notch activé (Zimber-
Strobl et al, 1994). Elle remplace les répresseurs transcriptionnels associés a RBP-Jk comme
SIN3A, HDAC1 ou HDAC2, et recrute des activateurs transcriptionnels. EBNA-LP coopére avec
EBNA-2 pour faciliter I'activation transcriptionnelle de RBP-Jk. Une fois activé, RBP-Jk va
permettre la transcription de multiples cibles, dont Myc, conduisant a la prolifération de la

cellule (Young et Rickinson, 2004).

EBNA-2 est aussi un facteur de transcription et se fixe sur le promoteur Cp pour produire les
protéines virales EBNA-3A, 3B, 3C, EBNA-1, et sur un promoteur spécifique pour produire
LMP-1, 2A et 2B. Les protéines EBNA-3 fixent alors le promoteur Qp pour stimuler leur propre
synthése. En plus des protéines virales, de nombreux ARN non-codants sont produits, dont
des micro-ARNSs et les ARN viraux EBERs. L’expression de ces neuf protéines virales et des ARN
non-codants conduisent a la prolifération et a 'immortalisation de la cellule et est nommée

stade de latence de type IIl.
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De manieére intéressante, les cellules infectées par EBV exprimant I'ensemble complet des
neuf protéines de latence virale se trouvent principalement chez les individus
immunodéprimés, tels que les patients transplantés ou les patients au stade SIDA de
I'infection par le VIH (Raab-Traub, 2007). Les tumeurs associées a une latence de type Ill sont
les lymphomes diffus a grandes cellules B et les syndromes lymphoprolifératifs post
transplantation qui peuvent survenir respectivement chez les patients au stade SIDA (Bibas et

Antinori, 2009) ou transplantés (Tse and Kwong, 2015).

c. Evolution de la cellule infectée in vivo

i. Une puissante réponse immunitaire

Les cellules les plus importantes pour contréler I'expansion des lymphocytes B infectés par
EBV sont les cellules T cytotoxiques (CTL). En effet, I'infection primaire par EBV chez les jeunes
adultes conduit a une mononucléose infectieuse comportant une expansion massive de CTL
(Callan et al., 1996). Les protéines virales EBNA-3 et, dans une moindre mesure, EBNA-2
induisent une réponse CTL puissante (Khanna et al., 1992) qui élimine une grande proportion

de cellules infectées.

La réponse des cellules NK est également importante dans le contréle de l'infection primaire
(Chijioke et al., 2013). Ces cellules sont les premiéeres a agir et sont capables de détruire les
cellules infectées sans avoir été sensibilisées a un antigene spécifique. Elles produisent
également des molécules ayant une activité antivirale comme I'IFNy. Une réponse humorale
est également générée, d’abord contre les antigenes du cycle lytique puis contre les antigenes
du cycle latent, mais joue un réle limité dans le contréle de I'infection a EBV (Tangye et al.,

2017).
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ii. Vers une restriction progressive de la latence

La liaison des protéines EBNA-3 a RBP-Jk permet le recrutement de corépresseurs et module
I'expression des transcrits cellulaires et viraux transactivés par EBNA-2 (Robertson et al.,
1996). Le lymphocyte B infecté perd progressivement |'expression d’EBNA-2, EBNA-LP et des
EBNA-3. Il échappe ainsi au contréle immunitaire et migre vers les centres germinatifs des
organes lymphoides secondaires, pour subir les étapes de maturation classique du
lymphocyte B. Cette expression restreinte des genes de latence est nommée stade de latence
de type Il. Les tumeurs associées a une latence de type Il sont les lymphomes de Hodgkin et

les carcinomes du Nasopharynx (Brooks et al. 1992, Rowe et al., 1992).

Dans une situation normale, le lymphocyte B ayant rencontré |’antigene arrive au niveau du
centre germinatif. Il va subir le processus d’hypermutation somatique pour moduler I'affinité
de ses immunoglobulines a I'antigene. Le lymphocyte B présente alors son récepteur B a
I"antigéne (BCR pour B-cell receptor) édité a la cellule folliculaire dendritique qui présente
I’antigene. Si le BCR a une faible affinité pour I'antigéne, le lymphocyte B recevra des signaux
de mort, et si I'affinité est grande il recevra des signaux de survie. Ce lymphocyte B internalise
alors I'antigene et le présente sur CMH Il a un lymphocyte T helper folliculaire. Ce lymphocyte
s’active, exprime le CD40 et sécréete diverses cytokines qui activent le lymphocyte B. Celui-ci
subit alors le processus de commutation de classe pour définir sa classe définitive et se

différentie en plasmocyte ou en lymphocyte B mémoire (Tangye and Good, 2007).

Les protéines virales LMP1 et LMP2 répliquent les signaux induits dans les lymphocytes B lors
de la réaction du centre germinatif et provoquent leur prolifération. LMP1 imite le signal du
CD40 activé (Uchida et al., 1999) et induit des EBV-LPD chez la souris transgénique (Kulwichit
et al., 1998). LMP2 imite le signal du BCR activé par I'antigene (Miller et al., 1998) et permet
la différentiation des lymphocytes B méme en |'absence de signalisation normale du BCR
(Caldwell et al., 1998). Le lymphocyte B infecté n’a alors pas besoin de “réussir” son
hypermutation somatique pour avoir un signal de survie. Il échappe aux signaux de mort et se

différencie en B mémoire (Babcock et al., 1998).
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Dans un méme temps, EBV restreint encore sa latence pour n’exprimer que EBNA-1 et les ARN
non-codants, appelée stade de latence de type 1. EBNA1 permet I'attachement de I'épisome
viral a la chromatine nucléaire et est nécessaire pour la ségrégation des épisomes viraux dans
les cellules filles au cours de la mitose (Kanda et al., 2001). Les tumeurs associées a une latence
de type | sont les lymphomes de Burkitt et les carcinomes gastriques. L'EBV persiste ensuite

indéfiniment dans les lymphocytes B mémoire (Babcock et al., 1998).

Lorsque ces cellules infectées se différencient en plasmocytes suite a une rencontre avec leur
antigéne, le facteur de transcription XBP-1 alors induit active I'expression de BZLF1, une
protéine virale suffisante pour induire le cycle lytique (Sun et Thorley-Lawson, 2013). Les
virions sont ensuite libérés dans la circulation sanguine et peuvent infecter de nouveau

I'épithélium de I'oropharynx pour perpétuer le cycle infectieux (Figure 4).
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Figure 4 : Cycle de vie de 'EBV. L'EBV procede a une réplication lytique dans I'épithélium de I'oropharynx puis entre en
latence dans le lymphocyte B naif. L’ADN viral se circularise sous forme épisomale et induit la prolifération des cellules
infectées qui sont rapidement contrélées par la réponse T cytotoxique. Les cellules échappant a cette réponse migrent vers
le centre germinatif, ou elles vont progressivement restreindre I'expression de leurs génes de latence en passant d’une
latence 1l a une latence Il puis | en acquérant un phénotype B mémoire. Les protéines virales LMP1 et LMP2 miment
respectivement les signaux donnés par le CD40 et le BCR activé et permettent de recevoir des signaux de survie dans le centre
germinatif. Les lymphocytes B mémoire infectées représentent le réservoir de 'EBV. De maniéere épisodique, I'EBV peut se
réactiver lors de différenciation des B mémoires en plasmocytes et réactiver le cycle lytique. L’épithélium de I'oropharynx
peut de nouveau étre infecté et libérer de I'EBV dans la salive, le rendant a nouveau transmissible. (Adapté de Thorley-Lawson
et Allday, 2008 ; Khanna et al., 1992 ; Uchida et al., 1999 ; Miller et al., 1998 ; Babcock et al., 1998 ; Sun et Thorley-Lawson,
2013)

A tout moment, environ 250 cellules subissent une réplication lytique dans I'oropharynx d'un
adulte sain (Hawkins et al. 2013). Au sein de ces cellules, seules 10% des virus ont un cycle
lytique complet avec I'expression d'antigénes trés précoces, précoces et tardifs, entrainant la
libération de particules infectieuses (Thorley-Lawson 2015). Cela indique que, bien que BZLF1
soit exprimé, la plupart de ces virus ont un cycle abortif qui ne conduit pas a I'expression
d'antigenes de phase tardive et semble dépendre de I'état de méthylation de I'ADN viral
(Bhende et al. 2005).
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Ce cycle abortif a également été observé dans les cas d'EBV-LPD, tels que les lymphomes de
Burkitt (Kelly et al. 2009) ou les lymphomes diffus a grandes cellules B (Cohen et al. 2018).
BZLF1 induit de nombreux genes viraux ayant des activités anti-apoptotiques ou
immunomodulatrices, permettant ainsi a la cellule lytique d'éviter la mort cellulaire (Altmann
et Hammerschmidt 2005). Ces genes sont également activés pendant le cycle abortif et des
preuves croissantes suggerent que ces genes pourraient contribuer a la lymphomagénese
(Morales-Sanchez et Fuentes-Panana 2018). Des modeles d'infection a EBV ont été
développés récemment a partir de souris humanisées (Rongvaux et al. 2013). Aprés l'infection
par EBV, 50% de ces souris développent des EBV-LPD (Antsiferova et al. 2014), principalement
composés de lymphocytes B infectés par EBV en latence de type Ill (Strowig et al. 2009).
Lorsque le virus EBV est muté pour BZLF1, ce taux diminue a 15%, ce qui montre |'importance

de BZLF1 pour la lymphomagenése (Morales-Sanchez et Fuentes-Panana 2018).

Contrairement aux tumeurs en latence de type Il qui se développent surtout chez les patients
immunodéprimés, les tumeurs en latence de type |l et | apparaissent comme étant associées
a des facteurs de risques génétiques et environnementaux. En Afrique, la carte d’incidence
des lymphomes de Burkitt endémique se superpose a celle de I'infection par le Paludisme,
suggérant une forte association entre |'infection par EBV et par le Plasmodium Falciparum
(Hammerl et al, 2019). Le Paludisme génére une hyperplasie des lymphocytes B et une
instabilité génomique qui augmente le risque de lymphomes (Robbiani et al, 2015). A cela
s’ajoute le fait que les mamans pré-mastiquent traditionnellement les aliments pour leurs
enfants en bas age et leurs transmettent ainsi un inoculum massif d’EBV (Magrath, 2009).
Le carcinome du Nasopharynx est quant a lui prédominant dans les régions d’Asie du Sud Est
et d’Afrique du Nord, sans doute favorisé par une alimentation spécifique a ces régions
(Busson et al, 2004). La pollution industrielle et le tabagisme s’avérent étre également des
facteurs de risque. Enfin, des études d’associations ont montré qu’il existe des genes de
prédisposition localisés dans le CMH ou a proximité pour le carcinome du Nasopharynx (Tse
et al, 2009) ainsi que pour le lymphome de Hodgkin (Urayama et al, 2012). Certains variants

de CMH pourraient présenter plus ou moins bien ’EBV (Feng, 2013).
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d. Evolution de la cellule infectée in vitro

i. Génération de lignées immortalisées

Notre compréhension des changements d'expression des genes de latence de I'EBV provient
principalement de l'infection de lymphocytes B primaires humains in vitro par EBV (Kieff et
Rickinson, 2006). En effet, 'EBV est un des plus puissants agents immortalisant in vitro.

Tout en ayant des limites (Thorley-Lawson et Allday, 2008), ce systéme permet d'étudier le
programme de latence de I'EBV avec des concentrations physiologiques de protéines virales,
d'ARN viraux non-codants et de micro-ARN. Dans ce systéme, les cellules mononuclées du
sang périphérique (PBMC pour Peripheral Blood Mononuclear Cells) sont infectées par EBV en
présence d'immunosuppresseurs T, tels que la cyclosporine A (Borel et al., 1977). Les
lymphocytes B infectés se mettent alors a proliférer pour former une lignée continue
immortalisée, appelée lignée lymphoblastoide. Cette lignée exprime I'ensemble des neuf
génes de latence et des ARN viraux non-codants et est donc en stade de latence de type Il
De plus elle développe des tumeurs aprés injection dans des souris Nude, démontrant son

caractére tumoral.

ii. Une faible efficacité de transformation

Cependant, seules 3% des PBMCs infectées in vitro par I'EBV deviennent des lymphoblastes
immortalisés (Henderson et al, 1977, Sugden et Mark, 1977). Il y a donc un mécanisme

suppresseur de tumeur intrinseque a la cellule qui controle cette transformation.

Peu de temps apreés l'infection, la protéine ATM est activée en concomitance avec EBNA-LP,
un gene de latence de I'EBV exprimé de maniére précoce. Cette période d’activation d’ATM
correspond a la période d’hyperprolifération des lymphocytes B infectés et aboutit a la mort
de la majorité des lymphocytes. Au bout de 14 jours il ne reste plus que 20% de cellules en
prolifération parmiles PBMCs. Si on traite en revanche les cellules par un inhibiteur d’ATM en
continu, ce pourcentage passe a plus de 50%, montrant qu’ATM permet une restriction de la

transformation induite par EBV (Nikitin et al, 2010).
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6. MECANISMES SOUS-JACENTS A LA SENSIBILITE DE L’AT A L’EBV

a. Dysfonction immunitaire au cours de I’AT

Les patients atteints d’AT peuvent présenter une lymphopénie ainsi qu’une carence en
immunoglobuline A (IgA) qui ne semblent pas impacter la réponse immune (Pashankar et al.,
2006). Bien que des infections virales ou opportunistes séveéres ne soient pas fréquentes
(Nowak-Wegrzyn et al., 2004), les patients atteints d’AT présentent des infections
bactériennes sino-pulmonaires récurrentes qui semblent augmenter avec I'dge (McGrath-
Morrow et al., 2010). Cela pourrait s'expliquer par le déficit en IgA qui est associé a un risque
accru de rhinosinusite chronique (Ocampo et al., 2013), par le déficit en IFNy produit par les
lymphocytes T (Reichenbach et al.,, 2006), mais aussi par la neurodégénérescence
progressive : les patients atteints d’AT ont des problemes de mastication et de déglutition qui
s'aggravent avec |'age, conduisant a une inhalation involontaire de nourriture qui favorise les

infections pulmonaires (Lefton-Greif et al., 2000 ; Nowak-Wegrzyn et al., 2004).

Comme vu précédemment, les lymphocytes NK jouent également un role important dans le
contrdle de I'infection a EBV, mais leur nombre et leur fonction chez les patients atteints d’AT
semblent normaux (Palendira et Rickinson, 2015). Ces patients présentent une expansion de
la population CD56 Bright (CD3- CD16 + CD56 +) importante pour la production de cytokines,
qui ne suffit toutefois pas a surmonter le défaut de production d’IFNy (Reichenbach et al.,

2006).

Plusieurs observations suggerent que les lymphocytes Tyd jouent un réle dans le contrdle des
infections virales. Les lymphocytes Tyd représentent 1 a 10% des lymphocytes T totaux et
reconnaissent une gamme distincte de cibles antigéniques (Vantourout et Hayday, 2013). La
perfusion de pamidronate (connu pour activer les lymphocytes Ty8) chez les souris
humanisées a significativement réduit les lymphoproliférations EBV (Xiang et al., 2014).
Cependant, les patients atteints d’AT semblent avoir une augmentation de la population de

lymphocytes T y6 (Carbonari et al., 1990).
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En résumé, les défauts immunologiques préalablement décrits chez les patients atteints d’AT
ne semblent pas suffisants pour expliquer I'augmentation de l'incidence des lymphomes

associés a EBV.

Certaines études ont également suggéré un role pour les lymphocytes NK-T invariantes (iNKT)
dans le controle de I'EBV. Ces cellules sont restreintes a la reconnaissance du CD1d, une
molécule de type CMH de classe | exposant des antigenes lipidiques. Les patients présentant
des mutations dans SH2D1A (codant SAP) ou dans BIRC4 (codant XIAP) ont peu ou pas d'iNKT
et sont trés sensibles a I'EBV. Cependant, ces mutations affectent également la fonction
normale des lymphocytes T, rendant difficile de savoir si le défaut d'iNKT est responsable de
la maladie (Tangye, 2014; Lopez-Granados et al., 2014). Des iNKT perfusés chez des souris
immunodéficientes ayant recu une injection de cellules transformées par EBV présente une
formation tumorale réduite (Yuling et al., 2009). De méme, une étude in vitro sur des PBMC
infectées par EBV a montré une efficacité de transformation plus élevée lorsque les iNKT
étaient auparavant déplétés (Chung et al., 2013). Il n'y a eu a ce jour aucune exploration
complete des taux d'iNKT chez les patients AT, mais une petite étude sur 3 patients suggere

que les patients atteints d’AT présentent un déficit en iNKT (Bongartz, 2017).

Alors que la plupart des patients atteints d’un DIP et ayant une sensibilité particuliére a I'EBV
présentent un défaut de CTL anti-EBV, d'autres patients atteints de DIP présentent une
sensibilité spécifique a I'EBV par d'autres mécanismes tels que les XMEN (X-linked
immunodeficiency with Magnesium defect, EBV infection, and neoplasia ; mutations dans
MAGT1) (Chaigne-Delalande et al. 2013) et les patients ayant des mutations dans CTPS1
(Martin et al., 2014). MAGT1 permet un influx de magnésium induit par le récepteur T a
I’antigéne (TCR pour T-cell receptor) qui active les lymphocytes T (Li FY et al., 2011) et CTPS1
permet la synthese de CTP impliquée dans l'anabolisme des acides nucléiques (Martin et al.,
2014). Les lymphocytes T de ces patients peuvent répondre a une stimulation standard du
systeme immunitaire, mais la capacité de leurs lymphocytes T a faire face au stress prolifératif
intense induit par l'infection a EBV est séverement altérée, entrainant un déficit immunitaire

spécifique a I'EBV.
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b. Données probantes sur le role d'ATM lors de I'infection a EBV

Comme mentionné ci-dessus, il existe des preuves cliniques montrant un contréle anormal de
I'infection a EBV chez les patients atteints d’AT, sans explication équivoque d'un défaut
immunitaire cellulaire associé conduisant a des EBV-LPD. Face a ce paradoxe apparent, on
peut émettre I'hypothese d'un défaut intrinseque de la cellule entrainant une altération du
controle de la latence de I'EBV dans les lymphocytes B des patients AT, favorisant ainsi les
propriétés oncogéniques du virus. Il existe en effet des preuves démontrant I'implication

d'ATM dans le cycle lytique et latent de I'EBV, comme discuté ci-dessous.

i. Lors du cycle lytique

ATM intervient dans la régulation du cycle lytique de nombreux virus, y compris EBV. Au cours
du cycle viral, la réplication virale génere une grande quantité d'ADN linéaire double-brin dans
le noyau, qui est reconnu comme une CDB et active ainsi les mécanismes de réparation (Kudoh
et al.,, 2005). Il a été démontré qu’ATM et le complexe MRN se lient au génome viral et
recrutent d’autres protéines telles que RPA, Rad51 et Rad52 qui favorisent la réplication du
virus. Des études récentes ont rapporté une inhibition de la réplication virale aprés inhibition
pharmacologique d'ATM (Hau et al., 2015). BGLF4, une des premiéres protéines virales
exprimées au cours du cycle lytique, phosphoryle directement ATM et H2AX (Yamamoto et
al.,, 2014). BGLF4 phosphoryle et active également Tip60 (Li R et al., 2011), une histone

acétyltransférase, qui a son tour active ATM (Sun et al., 2005) (figure 5).
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Figure 5 : Role central d’ATM dans le compartiment de réplication d’EBV. Dans le cycle lytique, des protéines de réponse
aux dommages de I'ADN, telles que yH2AX, le complexe MRN, ATM, SP1, RPA, RAD51 et RADS2, lient le génome viral et
favorisent la réplication du virus. Les protéines virales sont indiquées en rouge. BGLF4 phosphoryle H2AX, ATM et TIP60 qui
acétyle ATM pour favoriser cette réplication. ATM phosphoryle et active Sp1, qui est nécessaire pour la formation du
compartiment de réplication comprenant un complexe de six protéines centrales de réplication virale : BSLF1, BALF2, BBLF2
/ 3, BALF5, BMRF1 et BBLF4. ATM phosphoryle et active p53, qui est inhibée et dirigée par BZLF1 vers le compartiment de
réplication. BZLF1 est un transactivateur majeur du promoteur des génes lytiques OryLyt. p53 se lie a Sp1 et favorise
I'activation d'OryLyt. p53 est régulée par dégradation protéasomale et peut induire I'apoptose, mais BHRF1 inhibe un panel
de protéines pro-apoptotiques. (D’aprés Li R et al., 2011 ; Sun et al., 2005 ; Kudoh et al., 2005 ; Olofsson et al., 2007 ; Kudoh
et al., 2009 ; Kvansakul et al., 2010 ; Yamamoto et al., 2014 ; Hau et al., 2015)

In vitro, il est possible de déclencher le cycle lytique de I'EBV en utilisant une multitude de
substances, tels que les inhibiteurs HDAC, I'’eau oxygénée, la 5-Azacytidine, le Bortezomib ou
Nutlin3. Les mécanismes conduisant a I'activation du cycle lytique par ces molécules sont
assez mal connus, mais ATM semble étre impliquée car son invalidation empéche cette

réactivation lytique (Kenney et Mertz, 2014 ; Hagemeier et al, 2012).

Au cours de la réplication lytique, I'activation d’ATM permet la phosphorylation de p53 et Sp1,
un facteur de transcription impliqué dans la réparation de I'ADN (Olofsson et al., 2007). Sp1
joue un réle dans la formation du compartiment de réplication nucléaire du virus (Hau et al.,
2015) ol un niveau élevé de p53 est trouvé. Sp1l et p53 forment un complexe qui lie et active
le promoteur BZLF1 (Kudoh et al., 2005), le principal transactivateur viral des genes lytiques
de I'EBV. D'autres protéines de réparation présentes dans ces compartiments, telles que RPA,
RAD51 et RAD52, semblent également impliquées dans l'induction de BZLF1, car leur

réduction réduit considérablement la réplication virale (Kudoh et al., 2009).
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En outre, I'activité des complexes Cycline A / CdK2 et cycline E / CdK2 semble étre augmentée
dans ce contexte, conduisant a un environnement prolongé de phase pseudo-S dont les

conditions sont favorables a la réplication de I'ADN viral (Kudoh et al., 2005).

EBV utilise I'activation ATM pour faciliter sa propre réplication. Mais I'activation d’ATM au
long terme peut favoriser I'accumulation de p53 et favoriser I'apoptose de la cellule, ce qui
serait délétére au virus. Au cours du cycle lytique, le niveau de p53 s’avére constant malgré
I'activation récurrente de la voie de réparation de I'ADN et semble étre régulé par une
dégradation protéasomale (Kudoh et al., 2005). De plus, BZLF1 s'associe a p53, inhibe son
activité transactivatrice et la conduit dans le compartiment de réplication de I'EBV (Kudoh et
al., 2005), ce qui limite grandement la capacité de p53 a activer les génes pro-apoptotiques.
Méme dans ce cas, BHRF1, un analogue viral de la protéine BCL-2 exprimé au début du cycle
lytique, inhibe un large panel de protéines pro-apoptotiques telles que BIM, BID, BAK ou
PUMA (Kvansakul et al., 2010).

ii. Lors de la latence

ATM est également impliquée dans les premiéeres étapes de I'établissement de la latence EBV
ou elle joue un role de suppresseur de tumeur. In vitro, I'hyperprolifération précoce des
lymphocytes B infectés est associé a |'activation ATM, entrainant la mort de la majorité des
cellules (Nikitin et al., 2010). Au total, environ 3% des lymphocytes B infectés survivent et
deviennent des lymphoblastes proliférant indéfiniment (Henderson et al., 1977). Il a été
démontré que certaines protéines de latence de I'EBV interagissent avec ATM ainsi qu’avec
d’autres protéines liées aux dommages de I’ADN, mais I'implication globale d’ATM dans le

cycle latent reste a explorer.

LMP1 régule positivement BMI-1 dans les lymphomes de Hodgkin, une protéine apparentée
au complexe Polycomb, et les deux protéines combinent leurs effets pour réguler
négativement I'expression ATM (Dutton et al., 2007). De méme, l'infection par EBV de la lignée

BJAB a montré une inhibition de la réponse aux CDB (Gruhne et al., 2009).
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De plus, des biopsies de patients atteints d'un carcinome nasopharyngé (NPC) associé a EBV
ont révélé une régulation négative des taux de protéines ATM (Bose et al., 2009). D'autre part,
il a été rapporté que LMP1 régule positivement ATM dans les NPC en activant la voie NF-kB
(Ma et al., 2011). Cette divergence dans I'effet de la LMP1 sur I'expression d’ATM n'est pas
claire et peut étre due a différents niveaux d'expression de LMP1 ou a l'utilisation de différents

types de lignées cellulaires (figure 6).

EBNA1 régule la sous-unité catalytique de Nox2 dans le complexe NADPH oxydase, induisant
la production de ROS qui pourraient activer ATM (Gruhne et al., 2009). Les cellules BJAB
infectées par EBV exprimant EBNA1l présentent également plus d'aberrations
chromosomiques (Gruhne et al., 2009). EBNA3C, une protéine virale essentielle a la
transformation, s'est avérée atténuer les voies de réponse aux dommages de I'ADN au cours
des premiéres étapes de la transformation. Elle inhibe également I'activité de nombreuses
protéines impliquées dans le contréle du cycle cellulaire (Figure 6), telles que P14, P16, P27,
CHK2, p53 et BUBR1 (Maruo et al., 2011, Skalska et al., 2010, Knight et Robertson, 2004,
Choudhuri et al., 2007, Saha et al., 2011, Gruhne et al., 2009a). EBNA3A semble collaborer
avec EBNA3C dans I'inhibition de P14 et P16 (Maruo et al., 2011).

Cell cycle

‘|’ T arrest
\ @-

Figure 6 : ATM est régulée par EBV pendant la latence. Dans le cycle latent, LMP1 inhibe ATM et induit Bmi-1, qui inhibe
également ATM. D'autre part, LMP1 active la voie NFkB qui active ATM. EBNA-1 induit NOX2, ce qui génére des ROS pouvant
activer ATM. Une fois activé, ATM active CHK2 qui favorise I'arrét du cycle cellulaire. Cependant, EBNA-3C et EBNA-3A
inhibent de nombreuses protéines impliquées dans le contréle du cycle cellulaire. (D’aprés Dutton et al., 2007 ; Gruhne et al.,
2009b ; Ma et al., 2011 ; Saha et al., 2011 ; Maruo et al., 2011)
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Il existe également des preuves d’un role d’ATM dans la régulation du cycle latent du virus
herpes associé au sarcome de Kaposi (KSHV pour Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus) et
du y-herpeésvirus 68 murin (MHV68 pour Murine gammaherpesvirus 68), deux virus
étroitement apparentés a EBV. Pendant la latence du KSHYV, il existe une phosphorylation
réguliere d'une petite quantité d'ATM et de yH2AX, qui joue un réle dans la transactivation de
LANA-1, la principale protéine de latence (Singh et al., 2014). Au cours de la latence du MHV68,
ATM joue un rble dans la transactivation de la protéine ORF73 qui est analogue a LANA-1.
L'inactivation d'ATM réduit de maniere significative |'expression de LANA-1 (Singh et al., 2014)
et ORF73 (Kulinski et al., 2012) respectivement, démontrant l'importance d'ATM dans le
controle de la latence de KSHV et MHV68.

7. Problématique

L'incidence accrue des tumeurs malignes chez les patients atteints d'AT a principalement été
liée a l'instabilité génétique provoquée par des anomalies de réparation de I'ADN. Le taux
élevé de tumeurs malignes associées a I'EBV peut étre interprété comme la conséquence
d'une immunodéficience associée a I'AT. La plupart des patients ne présentent cependant pas
d'infections opportunistes, ce qui reflete I'absence de déficit immunitaire cellulaire profond.
Bien que les données soient peu probantes, les patients atteints d’AT semblent présenter un
déficit en iNKT, susceptible de contribuer au défaut de contréle de I'EBV. La contribution du
déficit en iNKT a la propension des patients atteints d’AT a développer une EBV-LPD nécessite

des études complémentaires.

Outre I'immunodéficience, ATM peut également contribuer aux EBV-LPD associées a I'AT, en
interférant avec la régulation intrinseque de I'EBV dans les lymphocytes B. ATM est connue
pour jouer un role pendant le cycle lytique de I'EBV. Elle participe a la création du
compartiment de réplication du virus et a la promotion de sa réplication. Pendant la latence,
plusieurs protéines virales semblent interférer avec |'expression d’ATM ou avec sa
signalisation en aval. Cependant, son effet sur la régulation de la latence virale n'est pas

encore connu.
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Le fait qu’ATM joue un role dans la régulation des protéines de latence d’autres herpesvirus
tels que KSHV ou MHV68, suggere qu’elle pourrait également étre impliqué dans le contréle

de la latence de I'EBV.

L'implication d’ATM dans I'inhibition de I'expression des génes suggere qu’elle pourrait aussi
inhiber la transcription de génes viraux, tels que le principal oncogéne de I'EBV, LMP1. La
déficience en ATM chez les patients atteints d’AT pourrait donc libérer cette inhibition,
contribuant a la lymphomagenese (Figure 7). ATM pourrait également participer a la
restriction de la latence EBV en favorisant la transition de la latence de type Il au type Il et /
ou de type Il au type I. Le grand nombre de lymphomes de Hodgkin associés a I'EBV survenant
chez les patients AT, dont les cellules tumorales dérivent de lymphocytes B infectés par EBV
en latence de type Il (Hansmann et al., 1995), suggére que la restriction de la latence peut

s’avérer inefficace chez les patients AT.
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.- pisome
"
y Co-activators ' Co-repressors
N Myc| ** Co-repressors \Q{ ‘
' EBNA-2 ' EBNA-3 o 1 O
' ¢ {0
. - RBP]k . \RBPjk) | . EBNA-1
' NN mw vy, VAR AN/
: LATENCY III : : LATENCY II :. LATENCY I !
B & o o o o o o o o & o o o o o o & & & & & o o =

Figure 7 : Implication potentielle d'ATM dans la régulation de la latence EBV. ATM pourrait étre impliquée dans l'inhibition
de I'expression de certains oncogénes viraux, tel que le principal oncogéne viral LMP1. ATM pourrait également favoriser la
restriction progressive de la latence EBV, de la latence de type Il au type |. Dans la latence de type Ill, EBNA-2 interagit avec
la cible de la voie Notch RBP-jk, recrute des coactivateurs et induit la transcription de génes pro-prolifératifs comme MYC. En
latence de type I, EBNA-3 remplace EBNA-2 et recrute des corépresseurs, empéchant ainsi une expression prolongée de
MYC. Dans la latence de type |, la RBP-jk est associée aux corépresseurs et seule EBNA-1 reste exprimée, ce qui permet la

fixation de |'épisome de I'EBV sur le chromosome cellulaire.
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8. METHODE EXPERIMENTALE

a. Choix du modéle expérimental

i. Choix des lignées lymphoblastoides

Le but de ce projet est d’étudier le réle d’ATM dans le contréle de la latence du virus d’Epstein-
Barr, et ainsi de mieux comprendre la susceptibilité particuliere des patients atteints d’ataxie-
télangiectasie aux néoplasies induites par EBV. Pour étudier le controle de la latence de I'EBV
dans un contexte de mutation d’ATM, nous devions choisir un modele expérimental
comprenant des cellules mutées ATM et infectées par EBV a I'état latent. Deux modeles sont
alors possibles : partir de coupes de cancers EBV induits issus de donneurs sains et de patients
atteints d’AT, ou partir de lignées lymphoblastoides infectées par EBV issues de donneurs
sains et de patients atteints d’AT. L'étude de la latence de I'EBV sur les coupes histologiques
de cancers de patients atteints d’AT induits par EBV est un projet clinique en cours, en
collaboration avec le service d’anatomopathologie de I’"h6pital Necker, dont je ne vais pas

m’occuper.

Nous avons donc opté pour le choix de lignées lymphoblastoides issues de donneurs sains et
de patients atteints d’AT. Ces lignées sont en latence de type lll et expriment I'ensemble des
9 genes de latence de I'EBV. Le taux d’expression des genes de latence de I'EBV dans ces
lignées est comparable aux taux qu’on retrouve in vitro, (Thorley-Lawson et Allday, 2008). Ces
lignées sont pratiques a utiliser car leurs conditions de culture sont standardisées et peuvent
étre produites rapidement en grande quantité. Le principal défaut de ces lignées est leur
grande variabilité d’expression des génes viraux et cellulaires (Mandage et al., 2017). Ce

défaut sera limité par I'analyse simultanée de 14 lignées.

46



ii. Etablissement des lignées

Pour générer les lignées lymphoblastoides, du sang issu de donneurs sains et de patients
atteints d’AT a été prélevé puis centrifugé sur gradient de Ficoll. Les cellules mononucléées du
sang périphérique (PBMC pour peripheral blood mononuclear cells) ont ensuite été isolées et
infectées in vitro par EBV en présence de ciclosporine, une drogue permettant d’inhiber la
réponse immunitaire induite par les lymphocytes T. L'infection par EBV transforme les
lymphocytes B. Les lignées sont ensuite cultivées pendant un mois environ, le temps que la
vitesse de prolifération s’"homogénéise et que toutes les cellules non transformées soient
éliminées.

Nous avons pu récupérer 7 lignées lymphoblastoides issues de patients atteints d’AT (LCL-AT)
ainsi établies provenant du laboratoire du Généthon pour 5 d’entre elles et du centre de
ressources biologiques de l'institut Imagine pour 2 d’entre elles. Nous avons également pu
récupérer 7 lignées lymphoblastoides issues de donneurs sains (LCL-WT) provenant du centre

de ressources biologiques de l'institut Imagine.

Malheureusement nous ne disposions que d’une partie du profil mutationnel des lignées LCL-
AT (cf Matériels et Méthodes, Tableau 2). Une vérification du phénotype d’ATM dans les LCL-
WT et les LCL-AT sera réalisée en début de cette these pour vérifier qu’ATM est fonctionnel
dans les LCL-WT et ne I'est pas dans les LCL-AT. Cette vérification sera réalisée a |'aide d’un
Western-Blot pour rechercher I'expression de la protéine ATM, ou en étudiant la
phosphorylation de y-H2AX apres induction de cassures doubles brin. Cette protéine ne peut

étre phosphorylé que par ATM et est un témoin indirect de la fonction d’ATM.

b. Objectifs généraux

i. Etude de I'expression des génes de latence

Notre premiere hypothese est qu’ATM inhibe directement I'expression des génes de latence

de I'EBV. La levée de cette inhibition chez les patients atteints d’AT serait responsable d’un
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taux plus élevé de protéines de latence oncogéniques qui augmenterait le risque de
développer une pathologie maligne. Cette hypothése s’appuie sur le fait qu’ATM intervient
dans le cycle lytique de 'EBV et dans le controle de la latence du KSHV et du MHV68 comme
vu précédemment (Singh et al., 2014 ; Kulinski et al., 2012), et qu’ATM peut également inhiber

I’expression des genes (Shanbhag et al., 2010).

Pour tester cette hypothese, nous allons étudier I'expression des génes de latences de 'EBV
dans les LCL-WT et LCL-AT, par RT-PCR quantitative en utilisant la méthode du ACt et a I'aide
de I'expression de la B2 microglobuline comme contréle interne. Une lignée humaine de

lymphome du manteau EBV négative (JEKO) a été utilisée comme controle négatif.

Le panel de génes, les sondes et le protocole utilisés ont déja été validés dans la littérature
pour lI'analyse de I’expression des geénes de I'EBV (lwata et al, 2010). Les principales

caractéristiques des génes étudiés ici sont les suivants :

e LMP-1: principal oncogéne de I'EBV

e LMP-2: analogue de la voie Notch activée, partie commune a LMP-2A et -2B
e EBNA-1: maintien de |'épisome viral sur les chromosomes cellulaires

e EBNA-2: principal transactivateur de I'EBV

e BZLF1: premiere protéine activée lors du switch vers le cycle lytique

e B2M: contréle interne

ii. Etude de la restriction de la latence

Notre seconde hypothése est qu’ATM intervient dans la restriction progressive de la latence,
en favorisant le passage d’une latence de type Ill ol de nombreuses protéines de latences
oncogéniques sont exprimées a une latence de type Il puis | ol de moins en moins de protéines
de latences sont exprimées. L’absence d’ATM chez les patients atteints d’AT favoriserait une
latence plus élevée exprimant plus de protéines de latences oncogéniques et favorisant ainsi
le développement de pathologie malignes. Cette hypothese s’appuie sur le fait que la majorité

des cancers développés par les patients atteints d’AT sont des lymphomes diffus a grande
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cellules B (DLBCL pour Diffuse Large B-Cell Lymphoma) et des lymphomes de Hodgkin qui sont
pour la plupart positifs pour EBV (Suarez et al., 2015). Or ces lymphomes sont décrits comme
étant en latence de type Il et comme étant dérivés de centres germinatifs. Un défaut de
restriction de la latence de I'EBV chez les patients AT pourrait apporter une explication a cette
observation. La latence de I'EBV dans ces cancers n’a toutefois pas été évaluée chez les
patients atteints d’AT, il se pourrait qu’elle soit différente de celle des cancers de la population

générale.

In vivo, la restriction de cette latence a lieu dans le centre germinatif, les lymphocytes B
infectés par EBV entrant en latence de type lll et sortant en latence de type I. L’environnement
du centre germinatif pourrait avoir un impact différent sur la restriction de la latence des
cellules infectées par EBV chez les patients atteints d’AT par rapport aux personnes saines.
Dans I'environnement du centre germinatif, nous nous sommes intéressés a I’activation du
BCR et a la stimulation par 'interleukine 21 (IL21) car ces deux phénomenes ont été décrit
comme ayant un impact sur I'expression des génes de latences de I'EBV. En condition
physiologique I'activation du BCR permet de tester son affinité pour I'antigene suite a
I’hypermutation somatique. Dans les LCL-WT, I’activation du BCR est bloquée par la protéine
de latence LMP-2A (Dykstra et al., 2001). La stimulation par I'lL21 quant a elle permet la
différentiation des lymphocytes B en plasmocytes ou en lymphocyte B mémoire (Zotos et al.,
2010). Dans les LCL-WT, la stimulation par I'lL21 augmente |'expression de la protéine de

latence LMP-1 et impose aux cellules une latence de type Il.

L'effet de I'activation du BCR ou de la stimulation par I'lL21 pourrait avoir un effet différent
sur I'expression des génes de latence de I'EBV dans les LCL-AT. Pour tester cette hypothese,
nous allons étudier par RT-PCR quantitative, I'expression du set de génes de latence
préalablement définis dans les LCL-WT et LCL-AT, avant et aprés activation du BCR ou

stimulation par IL21.
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Il. MATERIELS ET METHODES
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1. MATERIEL BIOLOGIQUE

1. Etablissement des lignées lymphoblastoides

Les lignées lymphoblastoides ont été établies au laboratoire du Généthon et au centre de
ressources biologiques de l'institut Imagine. Du sang de patients atteints d’AT d’une part, et
du sang de donneurs sains d’autre part, a été prélevé sous héparine apres consentement libre
et éclairé, selon les recommandations éthiques. Les cellules mononuclées du sang ont été
extraites par la méthode Ficoll-Hypaque en récupérant la couche de cellules mononuclées
apres centrifugation en gradient de densité. Les cellules ont ensuite été resuspendues a 1
million de cellules par mL dans du RPMI enrichi (cf Culture cellulaire) puis mises en présence
de la souche B95-8 de 'EBV a une mutliplicité d’infection de 50 a 100, avec 500 pg/mL de
ciclosporine A pour inhiber les lymphocytes T. La culture est laissée 2 semaines puis passée
progressivement selon la confluence. Aprés 1 mois de culture, les lignées sont jugées stables
pour une utilisation en laboratoire. Certaines d’entre elles sont ensuite phénotypées pour leur
mutation d’ATM (tableau 2). Ainsi, 7 LCL issues de patients atteints d’AT (LCL AT : A1 a A7) et

7 LCL issues de donneurs sains (LCL WT : L1 a L7) ont été établies.

Allele 1 mutation Allele 2 mutation Exon/Intron (GRCh38) Protein

A1 Not identified Not identified Not identified Not identified
A2 Not identified Not identified Not identified Not identified
A3 c.5644C>T c.5644C>T exon 37 p.Arg1882*
A4 ¢.9022C>T c.9022C>T exon 63 p.Arg3008Cys
A5 €.5496+2_c.5496+5del ¢.5496+2_c.5496+5del exon 46 frameshift
A6 Not identified Not identified Not identified Not identified
A7 c.6679C>T c.6679C>T Exon 46 p.Arg2227Cys

Tableau 2 : Mutations du gene ATM dans les LCL AT. Parmi les lignées cellulaires établies issues de patients atteints d’AT,
certaines ont été phénotypées pour leur mutation du gene ATM. Pour ces derniéres, la position intronique ou exonique ainsi

que |'effet de la mutation sur la protéine ont été déterminés in silico.
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2. Culture cellulaire

Les LCL ont été maintenues a 37°C dans une atmosphere humidifiée avec 5% de CO2, cultivées
dans un milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, Gibco) supplémenté de
10% de sérum de veau foetal (Gibco), 2 mM de L-glutamine (Invitrogen) et 1% de solution de
pénicilline-streptomycine (Sigma). Les LCL ont été passées tous les 3 jours en remplagant la

moitié du milieu de culture avec du milieu frais.

3. Traitements

Pour les besoins de différentes expériences, les LCL ont été irradiées ou traitées avec de la
doxorubicine, de l'interleukine 21 ou un anticorps agoniste du BCR. Les cellules ont été
traitées en phase exponentielle de croissance a une concentration d’environ 500 000 cellules
par mL.

Pour les tests d’irradiations, les flasques de cultures ont été exposées a 0 Gy (flasques
contréles, posées a température ambiante a coté de l'irradiateur), ou 5 Gy avec un débit de
dose de 1Gy / min, généré a partir d’'un tube a rayon X haute tension (jusqu’a 320 kV). Les
flasques sont ensuite remises en culture sur 24h avant extraction de I’ARN ou des protéines.

La solution mere de doxorubicine (1mM) nous a gracieusement été fournie par la pharmacie
de I'Hopital Necker (Paris). Les cellules ont été traitées par 4 uM de doxorubicine pendant
72h. Uinterleukine 21 (rh IL-21, ImmunoTools GmbH) a été diluée dans de I'eau milliQ stérile
(50 pg/mL) selon les recommandations du fabricant. Les cellules ont été traitées par 10 ng/mL
d’'ll21 pendant 24h. La solution mére d’anticorps agonistes du BCR (AffiniPure F(ab')2
Fragment Goat Anti-Human IgM, Jackson ImmunoResearch) a été diluée dans du PBS (1,2
mg/mL). Les cellules ont été traitées par 10 ug/mL d’anticorps pendant 24h. Les solutions

meres ont été dilués dans du milieu de culture avant traitement des cellules.
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2. TECHNIQUES UTILISEES

1. Prolifération

La prolifération des LCL a été mesurée en utilisant un IncuCyte (Essen Bioscience). Cet appareil
consiste en un microscope automatisé a contraste de phase et a fluorescence pouvant
prendre des photos, placé dans un incubateur a 5% de CO2 et a 37°C et pouvant contenir des

plagues de cultures.

Les LCL issues de donneurs sains et de patients atteints d’AT ont été comptées en phase
exponentielle de croissance sur lame KOVA (fisher scientific), puis placées dans des plaques
96 puits a raison de 20 000 cellules par puits. Les plaques ont été mises en culture dans
I'Incucyte, puis des images ont été acquises toutes les 12h. Les courbes de prolifération ont
été construites a partir des mesures de confluence acquises au cours de I'imagerie sur une

durée de 144 heures, en utilisant le logiciel IncuCyte ZOOM ™ (Essen BioScience).

2. SeaHorse

Le taux de consommation d'oxygéne (OCR pour Oxygen Consuption Rate) et le taux
d'acidification extracellulaire (ECAR pour Extracellular Acidification Rate) ont été mesurés en
milieu XF (milieu Dulbecco/Vogt Modified Eagle's minimal essential Medium
(DMEM) non tamponné contenant 2 mM de glutamine, pH 7,4) en condition basale et en
réponse a différentes drogues : oligomycine (1 uM), carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP, 1 uM) et antimycine A (1 uM) pour I'OCR; glucose (10 mM),
oligomycine (1 uM) et 2-désoxyglucose (2-DG, 50 mM) pour 'ECAR, en utilisant un analyseur
de flux extracellulaire XFe96 (Agilent). Les LCL issues de donneurs sains et de patients atteints
d’AT ont été isolées en phase exponentielle de croissance, puis lavées. Elles ont été placées
dans des plaques Seahorse revétues de CellTak (Corning) en triplicats par condition avec
300 000 cellules par puits. La plaque a ensuite été centrifugée a faible vitesse pour faire
adhérer les cellules, puis I'OCR et 'ECAR ont été analysés en temps réel pendant 84 minutes.
Les mesures ont été réalisées grace au Dr Ilvan Nemazany, professeur agrégé (Faculté de

Médecine, Université Paris Descartes).
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3. Cycle cellulaire

Environ 500 000 cellules ont été récoltées puis lavées deux fois avec du PBS pour les
débarrasser du milieu de culture. Elles sont alors incubées 15 min a 37°C dans une solution
composée de 1mg/L de citrate de sodium, 1mL/L de Triton X100, et 50mg/L d’lodure de
Propidium dilué dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS pour Phosphate
buffer saline). La réaction est ensuite stoppée avec I'adjonction de PBS a 4°C. Le cycle cellulaire
est ensuite analysé sur un BD FACSCanto Il en utilisant les logiciel DIVA et Flowlo (Tree Star,

USA).

4. Immunofluorescence

Environ 200 000 cellules par conditions ont été récoltées, déposées dans des puits de Labteck
(Dutscher) préalablement induits de Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich) selon les recommandations
du fabricant, puis mises en culture sur 24h. Les cellules sont ensuite lavées au PBS, fixées avec
du paraformaldéhyde 4% puis perméabilisées avec du Triton X100 0,1%. Les cellules sont
ensuite de nouveau lavées, saturées avec un agent de blocage (Antibody diluent, Dako) puis
incubées avec un anticorps anti-y-H2AX (Phospho S39, Abcam) durant la nuit a 4°C. Les cellules
sont ensuite lavées et incubées avec un anticorps secondaire (Donkey anti-rabbit AF488, Life
Technologies). Les lames sont montées sur lamelles et les noyaux des cellules sont marqués
avec du 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI, FLuoroshield, Sigma), puis observés sous un

microscope Leica TCS SP8 STED.

5. RT-PCR quantitative

Environ 5 millions de cellules ont été récoltées en phase exponentielle de croissance, puis
lavées deux fois avec du PBS. L’ARN a ensuite été extrait en utilisant le RNeasy Mini Kit Plus
(Qiagen) selon les recommandations du fabricant. La concentration de I’ARN a été déterminée
par spectrophotométrie (NanoDrop 2000, Thermo). La rétrotranscription a été réalisée a
partir de ces ARN en utilisant un SuperMix contenant tous les réactifs nécessaires (iScript

Reverse Transcription Supermix, BioRad), selon les recommandations du fabricant.
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Les ADN complémentaires sont ensuite de nouveau dosés par spectrophotométrie puis
stockés a -80°C.

La transcription inverse-amplification en chaine par polymérase (RT-PCR pour Reverse
Transcriptase - Polymerase Chain Reaction) quantitative a été réalisée par la méthode
TagMan, en utilisant les primers et les sondes décrits dans le Tableau 3. Le mélange
réactionnel est composé de 50% de MasterMix (SensiFAS Probe Hi-ROX, Bioline), 200 nM de
primers forward et reverse, 100 nM de sondes, et 100 ng d’ADN complémentaire, le tout dilué
dans 30 plL d’eau RNase free. La réaction de PCR est réalisée selon les réglages suivants : 2 min
a 95°C, 35 cycles composés de 15 sec a 95°C et 1 min a 60°C, puis conservation a 4°C (CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System, BioRad). Les résultats ont été analysés avec Microsoft

Excel selon la méthode du ACT.

Gene cible Sequence (5-3) Position*
LMP1
Forward Primer CCCTTTGTATACTCCTACTGATGATCAC 168745-168772
Reverse Primer ACCCGAAGATGAACAGCACAAT 168593-168614
Probe FAM - CTCATCGCTCTCTGGAATTTGCACGG - TAMRA 168659-168634
LMP2
Forward Primer AAGATCCTTCTGGCACGACTGT 1070-1091
Reverse Primer TGCAGAACAAATTGGGTATAAATTCA 1183-1208
Probe FAM-TCTCGCACTCTTGTTGCTAGCCTCCG -TAMRA 1102-1127
EBNA1
Forward Primer GGAGCCTGACCTGTGATCGT 55281-55300
Reverse Primer TAGGCCATTTCCAGGTCCTGTA 95703-95682
Probe FAM - CGCGGCCGTCTCCTTTAAGTGTGA - TAMRA 55343-55361/95654-95658
EBNA2
Forward Primer TTAGAGAGTGGCTGCTACGCATT 35594-35616
Reverse Primer AGTGCTGGGTTACTGGCTAAGC 36111-36098/35711-35704
Probe FAM - CAGTAACCACCCAGCGCCAATCTGTCT - TAMRA 35639-35665
BZLF1
Forward Primer ACGCACACGGAAACCACAA 90397-90379
Reverse Primer CTTAAACTTGGCCCGGCATT 90162-90181
Probe FAM - AATCGCATTCCTCCAGCGATTCTGG - TAMRA 90227-90242/90367-90375
B2M
Forward Primer GAGTATGCCTGCCGTGTG 41584175
Reverse Primer AATCCAAATGCGGCATCT 6144-6127
Probe FAM - CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC - TAMRA 6121/4870-4846
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Tableau 3 : Liste des primers et des sondes de RT-PCR quantitative. Les primers sens (Forward primer), anti-sens (Reverse
primer) et Sondes (Probe) ci-dessus ont été utilisés pour déterminer I'expression des génes de latence virale LMP-1, LMP-2,
EBNA-1, EBNA-2, du gene de cycle lytique précoce BZLF1 dans différentes conditions, en utilisant I'expression de B2M comme

contréle interne.

6. Western Blot

Environ 5 millions de cellules ont été récoltées en phase exponentielles de croissance puis
lavées dans du PBS froid. Les protéines totales ont été extraites en utilisant 30 uL de tampon
de lyse Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) puis solubilisées en utilisant 30 pL de
tampon Laemmli chauffé a 100°C. Les concentrations en protéines des extraits ont été
déterminées en utilisant le test BCA (Thermo/Pierce). 40ug d’extrait protéiques ont été
déposés sur gel SDS-PAGE 12% (Sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Bio-Rad) puis séparés par électrophorese et transférés sur membrane de Polyfluorure de
vinylidéne (PVDF pour Polyvinylidene Fluoride, Millipore). Aprés une incubation de 2 heures
dans une solution de blocage (5% de lait en poudre dans une solution saline tamponnée au
Tris avec 0,1% de Tween (TBST pour Tris-Buffered Saline, 0.1% Tween)), les membranes ont
été incubées avec les anticorps primaires appropriés pendant une nuit a 4°C : anti-ATM (Cell
Signaling), anti-LMP-1 (CS 1-4, Dako), anti-LMP-2 (Santa-Cruz), B-actine (A5316, Sigma). Aprés
lavage dans du TBST, les membranes ont été incubées avec les anticorps secondaires de souris
ou de lapin appropriés couplés a la péroxydase de raifort (HRP pour horseradish peroxidase,
Dako). Les protéines ont été visualisées en utilisant la technique de chimiluminescence
améliorée (ECL pour Enhanced Chemiluminescence Substrate, Amersham, Little Chalfont,

Buckinghamshire, Royaume-Uni) dans un systéme d’Imagerie Chemidoc (BioRad).

7. Séquengage d’ARN

1. Extraction de ’'ARN

Environ 10 millions de cellules ont été récoltées en phase exponentielle de croissance puis
lavées deux fois avec du PBS. L’ARN a ensuite été extrait en utilisant le kit Rneasy Mini Kit Plus
de chez QIAGEN. Ce Kit contient une colonne additionnelle par rapport au Rneasy Mini Kit qui

permet d’éliminer d’éventuelles séquences d’ADN contaminantes.
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La concentration de I'ARN total extrait a été mesurée par spectrométrie en utilisant un Xpose
(Trinean). L'intégrité de I'ARN a été analysée par électrophorése capillaire a I'aide d'une Tape
Station (Agilent). Seuls les échantillons avec un score d'intégrité de I'ARN (RIN pour RNA

integrity number) supérieur a 9 ont été conservés pour un traitement ultérieur.

2. Construction de la bibliotheque

Le systeme Ovation Universal RNA-Seq de NUGEN a été utilisé pour construire les
bibliotheques de RNA seq spécifiques de brins a partir de 100 ng d'ARN total. Ce systeme
utilise la technologie INDA-C (Insert Dependent Adapter Clivage) permettant une déplétion
ciblée des transcrits ribosomaux en utilisant des amorces ribosomiques humaines InDA-C
personnalisées ajoutées pendant |'étape de rétrotranscription. La déplétion de I'ARN
ribosomal (ARNT), contrairement a la sélection par PolyA, permet de conserver des ARN non
polyadénylés tels que certains ARN de I'EBV et des microARN cellulaires. Ce systéme fournit
16 adaptateurs uniques pour permettre un séquengage multiplex.

Brievement, les ARN totaux ont été rétrotranscrits en ADNc simple-brin ; le second brin est
ensuite synthétisé en utilisant des analogues nucléotidiques. Les ADNc alors double-brin ont
été fragmentés mécaniquement en utilisant un Covaris $220. Les extrémités ont été réparées
puis liguées avec des adaptateurs marqués par un analogue nucléotidique compatible avec le
séquenceur lllumina. L'utilisation d’analogues nucléotidiques permet de faire une sélection de
brins pour distinguer le brin sens du brin antisens. Un clivage des adaptateurs induit par InDA-
C est ensuite effectué pour permettre la déplétion des transcrits ribosomaux, qui représentent
la grande majorité des transcrits. Enfin une PCR finale a permis d’amplifier la bibliotheque de

RNA seq ainsi créée.

3. Séquencage

Le séquencgage de I'ARN a été effectué sur un lllumina HiSeq 2500, en multiplexant 12 banques
(échantillons) par ligne pour obtenir une profondeur de séquencage de 70 millions de reads
en paire-end par bibliotheque, avec une longueur de reads d’environ 130 nucléotides. Les

séquencages d’ARN ont été réalisés par la plateforme de génomique de I'Institut Imagine.
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4. Analyse bioinformatique

Les fichiers Fastq sortant de la machine de séquencage ont été transférés a la plateforme de
bioinformatique de l'institut Imagine. La qualité des séquences a été déterminée par le
package FastQC sur le logiciel R. Les séquences ont été trimées, puis alignées sur le génome
humain (hg19) et sur celui de 'EBV (B95-8, accession number V01555.2) en utilisant le package
Hisat2. Les comptes bruts ont été déterminés par le package FeatureCounts. L’analyse
différentielle a été réalisée en utilisant les packages DESeq2, Edger et LimmaVoom. L’analyse
fonctionnelle a ensuite été réalisée en utilisant le package Ensemble of Gene Set Enrichment

Analyses (EGSEA) sur R.

8. Construction des vecteurs Crispr/CAS9

Les séquences cibles du systéme Crispr/CAS9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats - Crispr associated protein 9) ont été congues in silico (crispr.mit.edu/),
synthétisées (Integrated DNA Technologies, USA), puis intégrées dans les vecteurs PX459.V2
ou lentiCRISPR v2 (Addgene, USA) selon le protocole du fournisseur. La bonne intégration des
séquences cibles a été vérifiée par séquencage Sanger (Eurofins Genomics, France). Les

différents essais de transfection et transduction sont décrites dans la partie 5 du Chapitre .

9. Phosphokinome

L’analyse du phosphokinome a été réalisée en utilisant un phosphokinase array (R&D systems,
#ARY003B) permettant de détecter de maniére concomitante la phosphorylation de 43

kinases, selon le protocole du fournisseur.

10. Statistiques

Les données ont été analysées a I'aide du logiciel PRISM (GraphPad Software, INC, San Diego,
Californie, USA). L'importance des différences entre les populations de données a été analysée
en utilisant le test de Mann-Witney (non-paramétrique) avec un niveau de signification de p

<0,05.
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Ill. RESULTATS
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CHAPITRE 1:
CARACTERISATION
DES LIGNEES
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1. Défaut fonctionnel d’ATM

Pour s’assurer du phénotype des lignées LCL-WT et LCL-AT en notre possession, |'expression
de la protéine ATM a été testée par Western-Blot (Figure 8A-B). Au sein des LCL-WT, toutes
les lignées expriment la protéine ATM avec une légére diminution d’expression pour la lignée
L2 par rapport aux autres. Au sein des LCL-AT, on observe une absence d’expression de la

protéine ATM, hormis pour les lignées A4 et A6 ou ATM est exprimée.

A B
A1 A2 ABA4A5A6 L1 L2L3L4L5L6 L1 L2 L6 L7 Al A2 A3 A7
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Figure 8 : Expression d’ATM et exploration de sa fonction. (A-B) L’expression d’ATM a été évaluée par Western Blot, en

utilisant HSP90 (A) ou I'actine (B) comme témoin de charge. En raison du nombre d’échantillons, I'analyse n’a pas pu étre
réalisée sur un seul blot. (C) Immunofluorescence de la protéine yH2AX apres irradiation des lignées par 5Gy (bas), les noyaux
des différentes cellules sont visualisés par le marquage DAPI (haut). Le contréle correspond a l'utilisation de I'anticorps

secondaire seul sur une lignée LCL-WT irradiée.

Les mutations d’ATM au cours de I’AT sont dans la majorité des cas des mutations non-sens
conduisant a une absence totale d’expression de la protéine ATM. Cependant des mutations
conduisant a une protéine exprimée mais non fonctionnelle ont aussi été décrites. Les lignées
A4 et A6 ont donc été soumises a un test fonctionnel pour vérifier I'activité ou non d’ATM.
Lors d’une CDB, ATM phosphoryle H2AX en position gamma permettant de recruter d’autres
protéines de réparation. La phosphorylation de la protéine yH2AX signe la présence d’une

protéine ATM fonctionnelle car aucune autre kinase n’est apte a la phosphoryler.
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Les lignées ont été irradiées par 5Gy pour induire des CDB puis les foyers yH2AX ont été
visualisés par immunofluorescence (Figure 8C). Les résultats montrent que les lignées A4 et
A6 n’induisent pas la phosphorylation de yH2AX et ont donc un défaut fonctionnel de la

protéine ATM.

Les LCL-AT présentent tous un défaut fonctionnel d’ATM, avec pour la majorité d’entre elles
une absence totale de la protéine ATM, alors que les LCL-WT présentent tous une protéine
ATM fonctionnelle. Tout au long de ce manuscrit, ces deux groupes seront comparés par

différentes techniques et dans différentes conditions.

2. Avantage prolifératif des LCL-AT

Les patients atteints d’AT développent plus de cancers induits par EBV que la population
générale. Cette caractéristique suggere que I'EBV augmente le risque de transformation des
cellules infectées des patients atteints d’AT. Selon la théorie actuelle de la progression
tumorale, une cellule saine accumule une multitude de lésions, ou « hits » au cours du temps,
qui peuvent conduire progressivement a sa transformation maligne. Ces hits consistent en des
modifications génétiques, épigénétiques ou de I'environnement cellulaire procurant a la
cellule des capacités de proliférations accrues, de résistance aux genes suppresseurs de
tumeurs, ou de résistance vis-a-vis de I'immunité antitumorale. La mutation d’ATM pourrait
consister en un premier hit puis I'infection par EBV en un second hit rapprochant les cellules

affectées de la transformation.

L’étude de la vitesse de prolifération est un bon moyen d’évaluer I’activation des genes du
cycle cellulaire, qui pourrait étre différente entre les lignées LCL-WT et LCL-AT. Ces lignées ont
été diluées a 200 000 cellules par mL puis ont été comptées trois jours plus tard sur lames
KOVA (Figure 9A). Un Incucyte a également été utilisé pour mesurer I'expansion des cellules
dans une plaque 96 puits, selon un protocole adapté aux cellules en suspension développé
par le constructeur, en prenant régulierement des photos de chaque puit (Figure 9B-D). Ces
deux techniques montrent que les LCL-AT proliferent significativement plus rapidement que

les LCL-WT, malgré une grande disparité de vitesse de prolifération au sein de chaque groupe.
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Figure 9 : Exploration de la vitesse de prolifération des lignées LCL-AT. (A) Les lignées LCL-WT et LCL-AT ont été diluées a
200 000 cellules, incubées puis comptées 3 jours plus tard sur lame KOVA (n=2). * : p <0,05 (test non-paramétrique de Mann-
Witney). (B-D) La prolifération des cellules est ensuite explorée en utilisant un Incucyte (n=8). (B) Zoom sur un puit analysé
par I'Incucyte. (C) Le logiciel mesure I'augmentation de surface que prennent les cellules au cours du temps. Pour un souci
de visualisation, seule la moyenne de la surface des lignées LCL-WT et LCL-AT est représentée. *** : p <0,001 (test non-
paramétrique de Mann-Witney). (D) Visualisation des 2 lignées les plus prolifératives et les moins prolifératives parmi les LCL-

WT et les LCL-AT et représentation de I'écart-type pour chaque mesure de surface.

Cette vitesse de prolifération accrue des LCL-AT pourrait provenir d’une activation
d’oncogénes plus importante au sein de ces lignées. Les LCL sont en phase de latence de type
[l et expriment I'ensemble des neuf génes de latence de I'EBV dont la plupart sont décrits
comme étant oncogénes. Une différence d’expression de ces genes de latence entre les LCL-

WT et les LCL-AT pourrait expliquer la différence de vitesse de prolifération observée.
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3. Expression basale des génes de latence virale

Les LCL sont en latence de type Il et expriment neuf génes de latence virale qui sont LMP-1,
LMP-2A, LMP-2B, EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-LP, EBNA-3B et EBNA-3C. L’étude de
I’expression des génes de latence virale au sein des lignées LCL-WT et LCL-AT a été réalisée
par RT-PCR quantitative. Le panel de génes de latence étudié comprend LMP-1, LMP-2, EBNA-
1 et EBNA-2 et a préalablement été validé dans la littérature pour I'analyse de I'expression
des génes de I'EBV (lwata et al, 2010). L'induction du cycle lytique a aussi été évaluée dans les

cellules par la mesure du transcrit précoce de cycle lytique BZLF1.
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Figure 10 : Analyse de I’expression du panel de génes viraux et de la protéine LMP-2A. (A) L'expression du panel de génes
viraux étudiés composés de LMP-1, LMP-2, EBNA-1, EBNA-2 et BZLF1 a été évalué par RT-PCR quantitative avec la méthode
du calcul du 23¢t (en ordonnée) pour les lignées LCL-WT et LCL-AT en utilisant B2ZM comme contrdle interne. * : p <0,05, *** :

p <0,001 (test non-paramétrique de Mann-Witney). (B) L'expression de la protéine LMP-2A a été évaluée par Western-Blot

en utilisant I'expression de I’actine comme témoin de charge.

Les résultats montrent que LMP-2 est significativement moins exprimé dans les LCL-AT que

dans les LCL-WT (Figure 10). Aucune différence n’est retrouvée pour les autres génes viraux

étudiés.
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La différence pour LMP-2 étant observée de maniére constante, un Western Blot a été réalisé.
Les résultats du Western-Blot ne montrent toutefois pas de différence au niveau protéique
pour LMP-2A. Cette différence pourrait éventuellement impliquer LMP-2B, mais ce dernier
étant généralement beaucoup moins exprimé que LMP-2A, cette hypothése reste peu

probable.

4. Expression des génes de latence apreés activation d’ATM

En condition basale, il n'y a pas de différence pour I'expression des genes viraux étudiés,
hormis une diminution de LMP-2 dans les LCL-AT par rapport aux LCL-WT. Le défaut d’'ATM
pourrait ne pas avoir d’effet sur la latence de I'EBV en condition basale ; en revanche, il

pourrait se faire ressentir dans des conditions ol ATM est normalement activée.

ATM activée pourrait modifier I'expression des genes viraux dans les lignées LCL-WT et son

défaut de fonction empécherait ces modifications dans les lignées LCL-AT.

Pour tester cette hypothése, les lignées LCL-WT et LCL-AT ont été irradiées par 5Gy pour
induire des CDB, condition ou ATM est activée. Vingt-quatre heures plus tard, I’ARN d’une
partie des cellules a été extrait en vue d’'une étude de I'expression des génes viraux par RT-
PCR quantitative et une autre partie a été extraite en vue d’une étude du cycle cellulaire.
Sachant que les LCL- AT n’ont pas de protéines ATM fonctionnelles, ils ne peuvent ni réparer
correctement les CDB, ni activer les points de controle du cycle cellulaire qui sont ATM-
dépendantes. Seul ATR peut alors bloquer le cycle cellulaire en phase G2/M. Sur I'analyse du
cycle cellulaire, on observe un pic en phase G2/M dans les LCL-AT apreés irradiation, qui est
absent dans les LCL-AT non irradiées et absent dans les LCL-WT irradiées et non irradiées. Le
blocage des LCL-AT en phase G2/M apreés irradiation confirme qu’il y a bien eu induction de

CDB (Figure 11A).
L’étude du panel de génes viraux aprés irradiation montre de nouveau une baisse d’expression
de LMP-2 dans les LCL-AT (Figure 11B). Il n’y a pas de différence significative pour les autres

génes étudiés.
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Figure 11 : Analyse de I’expression du panel de génes viraux apreés induction de CDB. (A-C) analyse du cycle cellulaire comme
contréle de I'induction de CDB pour une lignée représentative LCL-WT et LCL-AT. (B-D) Expression du panel de génes viraux
par le calcul du 22t (en ordonnée) apres induction de CDB. (A-B) induction de CDB par irradiation avec une dose de 5Gy ou

(C-D) par incubation avec 4 uM de Doxorubicine sur 72h. * : p <0,05, *** : p <0,001 (test non-paramétrique de Mann-Witney).

L’irradiation est connue pour induire des CDB mais aussi pour induire des ROS qui pourraient
modifier I'expression des génes de latence. Pour confirmer nos résultats dans un contexte ou
les ROS ne sont pas induits, les LCL-WT et les LCL-AT ont été incubées avec de la doxorubicine,
une anthracycline connue pour induire des CDB par blocage des fourches de réplication. Une
étude du cycle cellulaire a de nouveau été réalisée et montre également un blocage du cycle
cellulaire en G2/M dans les lignées LCL-AT incubées avec la doxorubicine (Figure 11C). Les
résultats d’expression des génes viraux étudiés sont identiques a ceux en condition post
irradiation (Figure 11D), confirmant que les CDB ne modifient pas I'expression des génes

viraux étudiés, hormis une diminution de LMP-2 dans les LCL-AT.
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5. CRISPR/Cas9

Comme vu précédemment, les lignées LCL possédent une grande variabilité intragroupe.

L’idéal pour pouvoir attribuer une modification du phénotype observé a la mutation d’ATM et

non au hasard est d’obtenir deux lignées LCL isogéniques qui ne différent que par la fonction

d’ATM. Cela est possible par la méthode CRISPR-Cas9 en mutant ATM dans une lignée LCL-

WT.

Deux inserts ont été congus pour cibler le domaine FAT ou le domaine Kinase de la protéine

ATM. Pour étre le plus proche des conditions pathologiques, ces inserts ciblent des segments

de la protéine ATM dont la mutation est connue pour donner le phénotype AT. Ces inserts ont

été intégrés dans un vecteur PX459.V2 (Figure 12) puis testés apres amplification dans des

lignées 293T par transfection. Une sélection par puromycine a été réalisée pour ne garder que

les cellules ayant exprimé le vecteur. L'avantage de la transfection par rapport a la

transduction est I'absence d’intégration du matériel génétique dans I’ADN de la cellule héte,

qui pourrait selon son emplacement modifier I'expression des génes.

(7286) BsmBI
(7244) BsmBI

(245) Bbsl

PX459 V2.0
9174 bp

Bbsl (267)

hybrid intron
3xFLAG

chicken B-actin promoter

|SV40 NLS

Insert 1

Start (0) End (24)

caccAGTTTGCAGGGGTTGTGGAT 3’
I : 1 s I : |

| 28

. 1
TCAAACGTCCCCAACACCTAcaaa 5’

Insert 2

Start (0) End (25)

CACCGTAGTTTTCAGGAGCCTATCA 3’

! + Il + } + ] 29

I t t + 1 t 1
CATCAAAAGTCCTCGGATAGTCAAA 52

Figure 12 : Vecteur et guides utilisés pour la transfection par Crispr/Cas9. (A) Schéma du vecteur PX459.V2 utilisé. (B)

Schéma de l'insert 1 ciblant le domaine FAT et de l'insert 2 ciblant le domaine Kinase d’ATM, préalablement congus in silico.
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Un séquencgage Sanger a été réalisé sur les deux lignées 293T transfectés par les deux vecteurs
et sur la lignée 293T saine, en utilisant des amorces de part et d’autre de la région mutée. Les
chromatographes des résultats du séquencage ne montrent aucune différence entre la lignée
293T saine et la lignée 293T transfectée par le vecteur ciblant le domaine FAT, signifiant que
ce vecteur est probablement non fonctionnel (non montré). On observe par contre une
différence entre la lignée 293T saine et la lignée 293T transfectée par le vecteur ciblant le

domaine kinase (Figure 13A).
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Figure 13 : Analyse du séquengage aprés modification par Crispr. (A) Chromatographe d’un séquengage par la méthode
Sanger d’une lignée 293T saine, et de la lignée 293T isogénique modifiée par Crispr. La ligne verticale représente la prédiction
du point de coupure par le Crispr. (B) Qualité du signal de séquengage de la lignée saine (noir) et modifiée par Crispr (vert).
La ligne verticale représente la prédiction du point de coupure par le Crispr. (C) Evaluation du spectre d’insertions et de
délétions au sein de la lignée 293T modifiée par Crispr. (D) Visualisation de la proportion d’insertions et de délétions détectés
significativement par le logiciel TIDE décalant le cadre de lecture (noir), et ceux non significatifs ou ne décalant pas le cadre

de lecture (gris).
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Le logiciel en ligne TIDE (Tracking of Indels by Decomposition, Brinkman et al, 2014) a été
utilisé pour analyser la décomposition du signal chromatographique. Les signaux sont de
bonne qualité et la position de la coupure attendue est concordante avec celle visualisée
(Figure 13B). Le pourcentage d’insertion est calculé a 2,6%, et le pourcentage de délétions a
90,3%, retrouvant une efficacité globale du vecteur de 92,9% (Figure 13C). La visualisation de
ces différents pourcentages permet d’éliminer les indels d’'un nombre de bases multiple de 3
qui ne décalent pas le cadre de lecture et les indels dont le calcul du pourcentage n’est pas
significatif (Figure 13D). On retrouve que 43,9% des cellules ont un décalage du cadre de

lecture, et induisent donc potentiellement un KO de la protéine ATM.

Le vecteur dont I'efficacité a été prouvée dans les 293T est ensuite transfecté dans plusieurs
lignées LCL-WT afin d’induire un KO d’ATM. La dose minimale de puromycine tuant 100% des
cellules saine a préalablement été déterminée par dilutions sériées. La sélection par
puromycine a tué toutes les lignées LCL-WT transfectées, signifiant que le vecteur n’a pas été
exprimé dans ces cellules. Plusieurs méthodes de transfection ont été essayées: par X-
tremeGENE HP (Roche), par Lipofectamine 2000 (Invitrogen), par électroporation
(Nucleofactor, Amaxa) ou par Polyéthyléne-imine (PEI). Aucune de ces méthodes de
transfections n’a permis la survie de cellules apres I'étape de sélection par puromycine. Enfin,
la transduction virale a été essayée en utilisant la méme sonde et le vecteur LentiCrisprV2 qui
contient une cassette GFP. Les LCL-WT ont été transduites puis analysées pour |'expression de
la GFP, qui ne retrouve pas de cellules GFP positives (données non montrées). Pour vérifier
gue la transduction a été réalisée dans des conditions optimales, un virus plus petit contenant
une cassette GFP et la Cas9 seule, ayant déja été validée au sein du laboratoire, a été testé sur
une lignée LCL-WT. Une analyse par FACS montre que seulement environ 3% des cellules sont
GFP positives (Figure 14). Ces cellules ont ensuite été isolées et remises en culture, puis la
fluorescence de la GFP a été mesurée 2 semaines plus tard apres expansion et ne retrouve
aucune cellule GFP positive (non montré). Le chevauchement de I'expression de la GFP entre
la lignée transduite et la lignée contréle étant trés grande, une quantité non négligeable de

faux positifs a pu étre triée et a pu prendre un avantage prolifératif sur les cellules transduites.
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Figure 14 : Efficacité de la transduction sur une lignée LCL-WT. La fluorescence est analysée apres transduction d’une lignée

LCL-WT par un vecteur contenant une cassette GFP préalablement validée au sein du laboratoire.

Les lignées LCL se révelent donc tres difficilement transfectables et transductibles. Malgré un
temps important de travail sur cette partie, nous n’avons pas réussi a établir des lignées LCL

modifiées par le systéme Crispr/Cas9.
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1. Mise en contexte

L’expression des génes cellulaires et viraux de 5 lignées LCL-WT et 7 lignées LCL-AT ont été
analysés par RNA-seq, avec une profondeur de séquencage de I'ordre de 70 millions de reads,
pour explorer les voies de signalisation différentiellement exprimées impliquant a la fois le
génome cellulaire et viral. L’analyse des résultats a fait I'objet d’'une soumission de publication
dans Journal of Virology. Le papier soumis est joint ci-dessous, avec les figures
supplémentaires. La taille considérable des tableaux supplémentaires empéche leur inclusion
dans ce manuscrit.

Rectification (aolt 2019) : L’éditeur de Journal of Virology a refusé la publication de I'article
dans son état actuel. Une version plus courte de l'article a de nouveau été soumise dans

Orphanet Journal Of Rare Diseases.
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ABSTRACT

Epstein-Barr virus (EBV) targets B-cells where it establishes a latent infection. EBV can
transform B-cells in vitro and is recognized as an oncogenic virus, especially in the setting of
immune compromise. Indeed, immunodeficient patients may fail to control chronic EBV
infection, leading to the development EBV-driven lymphoid malignancies. Ataxia
telangiectasia (AT) is a primary immune deficiency caused by mutations in the ATM gene,
involved in the repair of double-strand breaks. Patients with AT are at high risk of developing
cancers, mostly B-cell lymphoid malignancies, most of which being EBV-related. The immune
deficiency associated with AT may not be the only explanation for the increased incidence of
EBV-related malignancies. The loss of ATM function could therefore hinder the control of the
virus, favoring lymphomagenesis.

We used RNA sequencing on lymphoblastoid cell lines derived from patients with AT and
healthy donors to analyze and compare both cellular and viral gene expression. We found
numerous deregulated signaling pathways involving transcription, translation, oncogenesis and
immune regulation. Specifically, the translational defect was confirmed in vitro, suggesting that
the pathogenesis of AT may also involve a ribosomal defect. Concomitant analysis of viral gene
expression did not reveal significant differential gene expression, however, analysis of EBV
interactome suggests that the viral latency genes EBNA-3A, EBNA-3C and LMP1 may be

disrupted in LCL from AT patients.
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IMPORTANCE

EBV is a ubiquitous herpesvirus infecting approximately 95% of the adult population
worldwide. EBV causes infectious mononucleosis and persists throughout lifetime in most
individuals. However, EBV can lead to malignancies in some patients, especially those with
immunodeficiency. Ataxia telangiectasia (AT) is a primary immune deficiency characterized
by a biallelic mutation in the 4TM gene, which plays a role in DNA double strand break repair.
AT patients have a high risk of malignancies, especially EBV related lymphomas, but
immunodeficiency may not be the sole mechanism to explain this increased incidence. In this
study, we used RNA sequencing to characterize both the cellular and viral gene expression
profiles in EBV-transformed B-cells. Our data support the notion that A7TM deficiency
deregulates cellular gene expression possibly disrupting interactions with EBV latent genes,
promoting the oncogenic potential of the virus. These findings provide a new step towards the

understanding of EBV regulation and of AT pathogenesis.

79



INTRODUCTION

Epstein-Barr virus (EBV) is a human Herpesviridae that infects about 95% of adults worldwide.
Most genes encoded by the viral genome are expressed during the lytic cycle and contribute to
the production of viral particles. By contrast, only a restricted repertoire of viral genes is
expressed during latency, to allow a lifelong persistence of the virus in the organism. EBV’s
lytic cycle takes place in the oropharyngeal epithelium whereas the latent cycle is established
in the B lymphocytes from the underlying lymphoid tissues (1). The different phases of EBV
infection are thoroughly controlled throughout the life of the infected host, and chronic
infection in immunocompetent individuals is generally asymptomatic (2). However, inefficient
control of viral latency contributes to the development of malignancies such as Burkitt's
lymphoma, Hodgkin’s lymphoma and Nasopharyngeal carcinoma.

Several primary immune deficiencies (PID) are associated with poor EBV responses and are
also at high risk for EBV-related malignancies (3). Indeed, inherited genetic abnormalities
causing these PID are often associated with a poor or absent anti-EBV immune response. Ataxia
telangiectasia (AT) is a rare PID caused by mutations in the Ataxia Telangiectasia Mutated
(ATM) gene, involved in the DNA damage response (DDR). AT patients have an increased risk
of cancer, mostly B-cell lymphoid malignancies, many of which are related to EBV (4).

The prevailing hypothesis to explain the increased incidence of malignancies in patients with
AT is based on the role of the ATM kinase in the DDR (5). However, the strong association of
lymphomas with EBV also suggests an oncogenic role of the latter in the development of B-
cell lymphoid malignancies. AT patients often present with antibody deficiency and T-cell
lymphopenia but overt immunodeficiency is uncommon, and most patients do not present with
opportunistic infections (6). This raises the hypothesis that the lack of ATM function in AT
patients may be associated with a less stringent control of EBV latency in ATM-deficient B

cells, thereby promoting the oncogenic properties of the virus.
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Besides DNA repair, ATM is also involved in a multitude of signaling pathways such as cell
cycle checkpoint, apoptosis, oxidative stress, mitochondrial metabolism and telomere
maintenance (7). In addition, ATM is involved both in transcription induction (8), and in
transcription inhibition in the vicinity of a double-strand break, whether it is situated in nuclear
DNA (9) or ribosomal DNA (10) . By its multiple functions, ATM intervenes in the control of
the latent cycle of Kaposi’s sarcoma herpesvirus (KSHV) and Murine y-herpesvirus 68
(MHV68), both related to EBV (11, 12).

To assess the involvement of ATM in the regulation of EBV latent cycle, we performed an
unbiased RNA sequencing (RNA-seq) on lymphoblastoid cell lines (LCL) generated from AT
patients and healthy donors, to explore the specific expression pattern of both the cellular and

viral genomes.

RESULTS

RNA-seq generates high-quality datasets and identifies differentially expressed genes.

We conducted a deep and unbiased RNA-seq study on seven LCL from AT patients (LCL-AT)
and five LCL from healthy donors (LCL-WT), using Illumina HiSeq 2500 technology (Fig.
1A). An average of 82 million paired-end reads were generated per sequenced sample (range
64-138 millions). Mapping on the human genome (GRCh38) and the viral genome (V01555.2)
gave an average of 63% (range 56-76%) and 0.19% (range 0.10-0.44%) of mapped reads
respectively (Fig. 1B). A total of 30,794 transcripts were detected using a threshold of one
transcript in at least one sample, including 30,687 on the human genome and 107 on the viral
genome. Principal component analysis (PCA) shows that LCL-AT and WT segregate into two

distinct groups (Fig. 1C).
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1899 (6.2%) of the genes were differentially expressed (adjusted p-value <0.05), among which
941 (49.5%) had an absolute log2 fold-change |logFC| >1. These genes and their corresponding
fold-changes are given in Supplemental Table 1. A heatmap of the DE genes with [logFC|>1
with an unsupervised hierarchical clustering also demonstrates a separation of the 2 groups
(Fig. 1D). Of the 1899 DE genes, 875 were upregulated and 1024 were downregulated in AT

(Fig. 1E).

Analysis of the cellular genome.

1. Gene ontology (GO) analysis identifies perturbed processes in LCL-AT

We applied the over-representation tool from the PANTHER classification system to the list of
DE genes. 1703/1899 (90%) DE genes were annotated in the GO-database. Over-represented
categories were determined for biological process, molecular function, cellular component and
Reactome Pathways. An over-represented GO-category is a category significantly more highly
represented in the DE gene list than would be expected by chance (13). This resulted in a total
of 38 over-represented GO-categories (Fig 2A-C) and 1 Reactome Pathway (supplemental Fig
1B). 11 GO categories corresponding to cellular component were judged as too general and
non-informative, and were eliminated for better clarity (supplemental Fig 1A).

Interestingly, 16 GO-categories (42%) corresponding to RNA transcription were over-
represented in the DE genes list. Among these GO-categories, 8 are related to rRNA synthesis
such as rRNA processing (GO: 0006364), ribosome biogenesis (GO: 0042254) or preribosome
(GO: 0030684), and 8 are related to general RNA transcription such as RNA binding (GO:
0003723), gene expression (GO: 0010467) or RNA processing (GO: 0006396). The Reactome
pathway « rRNA modification in the nucleus and cytosol » (R-HSA-6790901) was also over-

represented in the DE gene list (supplemental Fig 1B). This suggests that LCL-AT differ from

82



LCL-WT in RNA transcription and translation. From the perspective of cellular component,
the mitochondrial part was over-represented with 4 GO-categories (11%) suggesting a

mitochondrial dysfunction in LCL-AT.

2. Translational defect.

We further analyzed the GO-categories pertaining to RNA transcription and to mitochondria.
We isolated the gene list pertaining to the 8 GO-categories related to general transcription, the
8 GO-categories related to rRNA and, using annotations from BioMart tool, all DE genes
described as mitochondrial, including nuclear and mitochondrial encoded genes. A heatmap for
each of these gene sets was generated (Fig 2D-F) and shows that LCL-AT have a defect in
ribosome and transcription-related gene expression, and in mitochondrial genes. Interestingly,
several downregulated mitochondrial genes are also related to mitochondrial ribosomes. Gene
lists related to each heatmap are given in Supplemental Table 2.

We hypothesize that a transcriptional defect in LCL-AT could have an impact on the amount
of ribosomal RNA (rRNA). The rRNA fraction of the RNA prepared prior to RNA-seq was
analyzed by capillary gel electrophoresis. LCL-AT have a slightly lower percentage of rRNA
than LCL-WT (supplemental Fig 2A). Among these rRNAs, we observe a significant decrease
in the percentage of the 28S RNA and 28S+18S RNA (Fig 2G) but no difference for the 18S
RNA (Supplemental Fig 2B). The standard deviations of the LCL-WT were very narrow
compared to those of the LCL-AT. The RNA degradation state was assessed by calculating the
28S/18S ratio and by determining the RNA integrity number (RIN). Both methods showed that
RNA was of good quality and that there was no difference in RNA degradation between LCL-
AT and LCL-WT. Thus, the decrease in 28S RNA cannot be imputed to RNA degradation

(Supplemental Fig 2C-D).
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Transcription and translation rates were assessed by incubating LCL-WT and LCL-AT with 5-
ethynyl uridine (EU), an RNA nucleotide analogue, or with O-Propargyl-puromycin (OPP), an
agent incorporated during translation. EU incorporation did not show any significant difference
in the transcription rate between LCL-WT and LCL-AT (Fig. 2H) but OPP incorporation
showed a significant decrease (p-value < 0.05) in protein synthesis rate in LCL-AT (Fig. 2I).
These results show that LCL-AT have a generalized protein synthesis defect. Mitochondrial
respiration was also assessed by SeaHorse analysis but did not show any difference between

LCL-WT and LCL-AT (data not shown).

3. Gene set analysis identifies oncogenic phenotypes and immune abnormalities in LCL-AT.

In order to further analyze the DE gene pathways, we performed the Ensemble of Gene Set
Enrichment Analyses (EGSEA). This tool combines 12 different algorithms and explores the
MSigDB, GeneSetDB and KEGG databases to give significantly enriched Gene-Sets (GS) from
an imputed gene list (14). Given the large amount of data generated (Supplemental table 3), we
kept only GS with adjusted p-value <0.05 and absolute average log2 fold-change
(lavg.logfc.dir|) > 2, corresponding to the average of logFC at the GS level defined for the genes
regulated in the same direction as the GS (Fig 3).

Among the DE-GS, GS related to cancer were particularly enriched. In the oncogene GS
category, DE genes were enriched in the signature of the KRAS-dependent Prostate Cancer
both in the upregulated and downregulated signature. This trend was also corroborated by the
GS “Neoplasm” and “Breast Cancer”. However, GS related to telomere maintenance was found
to be significantly downregulated in LCL-AT. Other GS categories related to cancer include
growth factor receptors and tumor suppressors.

DE-GS related to immunity were also particularly deregulated in LCL-AT, suggesting that

LCL-AT may have immunological disorders. There was also a high enrichment of cytokines

84



and interleukin GS in LCL-AT. Interestingly, LCL-AT gene expression was closer to that of
Memory B-cells than in LCL-WT, both in the upregulated and downregulated signature of
Memory B-cells versus naive B-cells. LCL-AT are therefore in a more differentiate state than
LCL-WT. Other DE-GS related to immunity included NK-cell cytotoxicity, abnormal innate

immunity or abnormal level of class II molecules (Fig. 3).

Analysis of the viral gene expression.

The normalized viral counts were viewed using the IGV software (Fig. 4A). A zoom on an
intergenic region showed no reads, supporting the fact that there were no contaminating reads
from cellular DNA (supplemental Fig 3). The AT2, AT4 and AT6 lines express more viral
transcripts than the other lines (Fig 4B). This difference in viral genes expression could be
explained by a difference in lytic cycle induction between all lines at the time of RNA
extraction. Indeed, there is always 0.1 to 4% of cells undergoing lytic cycle (15). EBV-infected
cells in the latent phase only express 9 latent genes and 2 non-coding EBERs, whereas during
the Iytic cycle the cells express a hundred of lytic genes under the control of BZLF1, the Iytic
cycle master-gene regulator (16). Knowing that cells in latent cycle express little viral RNA, a
small difference in the proportion of cells undergoing lytic cycle would be enough to drastically
change the total number of viral transcripts expressed in each line. To verify this, we looked at
the expression of BZFL1 and saw that its expression follows exactly the same pattern (Pearson
correlation = 0.97) as the total viral counts (Fig. 4C).

The variable pattern of lytic reactivation among the cultures precludes any assumption on DE
lytic gene expression. We hypothesize that, although lytic cycle gene expression cannot be
analyzed, we can still study latent gene expression. Indeed, if a small proportion of cells is
undergoing lytic reactivation, the majority of cells still remain in a latent state. This small

proportion, although variable, would not be enough to significantly modify the latent genes
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expression. To test this hypothesis, we downloaded 464 EBV standardized read counts from
the EBV Portal platform (17), which gather EBV RNA-seq results of LCL-WT sequenced
within the 1000 genome project. We established 4 quartiles according to BZLF1 expression,
(Fig. 4F). Total and latent viral counts were calculated as the sum of all viral counts and latent
counts respectively for each quartile. We saw that total viral counts depend on BZLFI
expression, with a significant increase in total viral counts between each quartile (Fig. 4G). On
the other hand, latent viral count doesn’t depend on BZLF1 expression, because there is no
significant difference in latent gene expression between each quartile (Fig. 4H). This approach
on the 464 LCL-WT study shows that although there is a big difference in total viral counts,
these counts are relative to of BZLF1 expression and have no link with latent counts. This
allows us to analyze latent genes, regardless of lytic genes expression.

Differential analysis of latent genes did not give any DE genes between LCL-AT and LCL-WT
(Fig 4D-E). All latent genes were expressed in LCL-WT and LCL-AT, despite a great
heterogeneity in the expression of latency genes. In order to analyze the influence of the latent
genes expression on the cellular transcriptome, we compared the DE genes list with non-
redundant latent genes interactome available on the Polygenic pathways database. From this
analysis we found 71 interactions representing 54 DE genes, of which 42 have an |logFC>1.
Of these 71 interactions, EBNA-3A appears to interact with 39 DE genes (Fig 5SA), EBNA-3C
with 11 DE genes (Fig 5B) and LMP1 with 11 DE genes (Fig 5C). These data suggests that
although the EBNA-3A, EBNA-3C and LMP1 transcripts were not DE, the activity of these
genes may be disrupted in LCL-AT. Interestingly, most of the DE genes described as
downregulated or upregulated by EBNA-3A were also downregulated or upregulated in LCL-

AT respectively, indicating that EBNA-3A may be more active in LCL- AT than in LCL-WT.
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DISCUSSION

AT patients have a high risk of developing lymphoid malignancies, mostly B-cell non-hodgkin
lymphomas and Hodgkin lymphomas with a high rate of association with EBV. However, the
majority of AT patients do not present with marked cellular immune deficiency that could
explain this susceptibility. We raised the hypothesis that ATM defect in EBV-infected cells
could play a role per se in the control of EBV latency, favoring a latent program more prone to
lymphomagenesis (18). In the present study, we used strand-specific RNA seq strategy to
profile the RNA expression landscape of ATM deficient LCL versus control, in order to assess
the involvement of ATM in EBV latent cycle regulation.

Our data suggests a previously unsuspected ribosomal defect in LCL-AT. In addition, we found
that LCL-AT display a distinct pattern of cancer associated gene expression, most notably by
overexpressing certain oncogenes and downregulation of tumor suppressors, and also exhibit
features of immune dysfunction. Our comparison with data from the EBV portal database
confirms that latent gene expression can be studied regardless of lytic genes, which, to our
knowledge, has not been previously validated. Here we discuss the importance of the results

toward the understanding of EBV-related cancer susceptibility in Ataxia-Telangiectasia.

1. Transcription and translation

The GO analysis and results visualization showed that LCL-AT may have a transcriptional and
translational defect. LCL-AT also express less 28S RNA and have a lower translational rate
than LCL-WT. Interestingly, the signaling pathways for transcription and translation were not
found in the EGSEA results with the stringent filters used. However, they stand out significantly
with a lower log.fold.dir. The choice of |log.fold.dir| > 2 was made to focus the most deregulated

gene sets or pathways within the large amount of data delivered by EGSEA. This underscores
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the need for several complementary methods to study RNA-seq data. However, analysis of the
transcription capacities did not show any difference between LCL-AT and LCL-WT. Highly
expressed DE genes were exclusively downregulated in LCL-AT, but housekeeping genes were
not DE. Transcriptional alterations may thus only affect specific genes such as ribosomal genes.
The ribosomal transcription rate should be studied to verify this allegation. The possible
transcriptional defect does not appear to affect EBV latency genes, as observed by the absence
of DE latency genes between the LCL-AT and LCL-WT.

These results suggest that the pathophysiology of Ataxia-Telangiectasia may also include
aspects of ribosomal disease. The nucleus morphology is known to be altered in LCL-AT, but
the nucleolus structure has, to our knowledge, never been assessed. ATM is present in the
nucleolus and is involved in the inhibition of RNA polymerase I-mediated transcription in case
of double-strand break within rDNA. ATM enables the migration of these lesions to the
nucleolar periphery, forming “nucleolar caps”, to facilitate the access of DNA repair
factors(19). The implication of ATM in the nucleolus and particularly in basal nucleolar
transcription has been suggested (20).

The small but significant decrease in translation capabilities of LCL-AT may explain the
distinctive susceptibility of AT patients to EBV associated lymphoid malignancies. Other
immunodeficiencies with specific susceptibility to EBV — such as CTPS/ deficiency (21) — are
characterized by altered nucleic acid metabolism leading to rapid T-cell exhaustion upon
massive proliferation induced by EBV infection. These patients may respond normally to mild
stimulation of the immune system, but their immune system is rapidly exhausted when
subjected to intense proliferative stress caused by EBV. We hypothesize that the massive
protein synthesis rate in cytotoxic T-cells during EBV-driven proliferative stress is inefficiently
sustained in Ataxia-Telangiectasia, resulting in a defective control of EBV. Further studies are

needed to address this hypothesis.
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2. Mitochondria

We also found that transcription of many mitochondrial genes was decreased in LCL-AT. These
included several genes involved in the respiratory chain and in ribosomal protein synthesis.
These data confirm that LCL-AT may have a mitochondrial respiration defect (22). It is known
that inhibition of ATM produces continuous ROS due to mitochondrial dysfunction (23). These
ROS could be involved in the increased incidence of cancers in patients with Ataxia-
Telangiectasia. In addition, despite ATM being involved in mitochondrial biogenesis by
activation of the AMPK pathway (24), we were not able to see any differences between LCL-

WT and LCL-AT after assessing mitochondrial respiration and metabolism by SeaHorse.

3. Oncogenesis

The EGSEA results show enrichment in pro-tumorigenic GS particularly oncogenes, tumor
suppressors and growth factors in keeping with the increased cancer risk in AT (25). Among
the main oncogenes induced in LCL-AT, we find BCL11A (logFC: 4.20), a modulator of
transcriptional repression frequently upregulated in B-cell malignancies (26, 27), TCL1A
(logFC: 3.41), a survival promoting factor strongly associated with Burkitt lymphoma and
related to other malignancies (28, 29), or SOXS5 (logFC: 3.41), a transcription factor involved
in follicular lymphoma (30). The main tumors suppressors downregulated in AT are PCDH10
(logFC: -4.76), a protocadherin whose promoter is methylated in most diffuse large B-cell
lymphomas (31), PTPN13 (logFC: -2,84), an inhibitor of FAS-induced apoptosis implicated in
the aggressiveness of breast cancer (32), or DLC1 (logFC: -2.96), a cytoskeletal reorganizer
repressed in multiple cancers (33) and in almost all nasopharyngeal carcinoma cell lines (34).

These data confirm the fundamental role of ATM as a guardian of genome stability. Indeed,
ATM is inactivated in multiple cancers such as mantle cell lymphoma, T-cell prolymphocytic
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leukemia, diffuse large B-cell lymphomas, and chronic lymphocytic leukemia (35). The virus
could also be implicated in the oncogenic phenotype observed. However, the contribution of
the virus to the oncogenic phenotype of AT needs to be further explored.

Despite this great modulation of oncogenes and tumor suppressors, we were surprised to see
that the telomere maintenance pathway was downregulated in LCL-AT. TERT gene, encoding
the human telomerase, was particularly downregulated (logFC: -4,78). Inhibition of TERT in
LCL normally induces a decrease in proliferation and an increase in apoptosis in an ATM
dependent manner (36). LCL-AT do not seem to proliferate slower than LCL-WT (data not
shown). There is an alternative lengthening of telomeres pathway (37) that could be used in
LCL-AT. Interestingly, it has been shown that inhibition of TERT induces the lytic cycle of the
virus, which does not seem to be the case in LCL-AT. The induction of lytic cycle after

inhibition of TERT is probably also ATM dependent.

4. Plasma cell phenotype

The EGSEA results suggested that LCL-AT were more differentiated than LCL-WT, with a
transcriptome closer to that of the plasma cells. Indeed, retinoic acid (RA) which is involved in
plasma cell differentiation (38) was induced in LCL-AT. Among the RA-induced genes, there
was PBX2 (logFC: 6.72, (39)), GATA4 (logFC: 4.96, (40)) or PITX2 (logFC: 4.85, (41)).
Interestingly, DHRS9, an enzyme that mediates conversion of retinol into RA was highly
upregulated in LCL-AT (logFC: 4.19). DHRS9 is also known to be induced by EBV (42). Notch
signaling is known to be necessary for the terminal differentiation of B-cells into plasma cells
(43). Although NOTCH was not DE, the MAGE family of proteins, which are NOTCH
transactivation inhibitors, were very downregulated in LCL-AT: MAGE Al, A3, A12, B4 and
C1 (logFC of -7.45;-7.50; -7.35; -6.83; -3.30 and -5.10 respectively). LCL are known to express

CD4, but the differentiation of these cells represses its expression via the repression of ASCL1
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(44). CD4 and ASCL1 were also very downregulated in LCL-AT (logFC: -4,16 and -3,51
respectively). Finally, the normal decrease of CD36 during plasma cell differentiation is also
observed in LCL-AT (logFC: -3.98). Despite the fact that BLIMP1, the major transcription
factor involved in plasma cell differentiation was not DE, these elements look consistent with

a differentiation state in LCL-AT closer to that of the plasma cell than in LCL-WT.

5. Immune dysfunction

A modulation of innate immunity in LCL-AT is suggested by several DE-GS. HLA-C is
upregulated in LCL-AT (logFC: 5.63). Other NK cells inhibitory molecules such as CD200R1,
CD276, SLAMF7 and LILRB1 were found upregulated in LCL-AT. On the other hand, LAIR1,
another NK cell inhibitory molecule, is very downregulated in LCL-AT (logFC: -4.99). These
data show that there may be a probable dysfunction in NK-cell mediated lysis of LCL-AT.
Intracellular antiviral immunity also seems to be decreased in LCL-AT. The cGAS and STING
(TMEM173) (45) transcripts are decreased in LCL-AT (logFC: -0.70 and -2.39 respectively).
The interferon beta 1 (IFNB1) expression is also downregulated in LCL-AT (logFC: -2.51).
These data suggest that LCL-AT may have a defect in antiviral response.

Similarly, IL4 and IL10 were upregulated in LCL-AT (logFC: 2.23 and 3.58, respectively).
These two cytokines participate in the proliferation, plasma cell differentiation and antibody

production of B lymphocytes (46, 47). IL10 also inhibits CD8 cytotoxic T-cells (48).

6. EBV regulation

Despite the low level reactivation of the lytic cycle in a fraction of LCL that can significantly
contribute to the overall EBV-induced genes, our results show that latent genes can nevertheless
be analyzed.
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We found no significant difference in EBV latent gene expression between LCL-AT and LCL-
WT. However, several deregulated cellular genes in LCL-AT interact with EBNA-3A, EBNA-
3C and LMP1 suggesting an overall differential impact on cellular homeostasis.

ATM participates in the regulation of EBV’s lytic cycle and is necessary for a proper viral
replication (49). Recent studies have reported inhibition of viral replication after
pharmacological inhibition of ATM in epithelial cell lines (50). However, ATM inhibition in
LCL through caffeine treatment did not affect viral replication (51). In our LCL-AT, we did not
observe inhibition of the lytic cycle. On the contrary, 3 LCL-AT out of 7 seem to have a greater
proportion of cells undergoing lytic cycle than LCL-WT. On the other hand, LCL treated by
the pan-PIKK inhibitor (to which the ATM kinase belongs) LY294002 were shown to inhibit
viral replication. It is thus possible that another kinase compensates for ATM deficiency in
LCL-AT, to promote viral replication. ATR is a good candidate as it activates the same

downstream targets as ATM.

7. Conclusion

In summary, we show that LCL-AT display a gene expression pattern consistent with the
observed increased incidence of EBV-related malignancies in patients with Ataxia-
Telangiectasia. Several dysregulated pathways uncovered by this approach need to be further
explored to better understand the cell intrinsic mechanisms involved in the regulation of EBV
latency and lymphomagenesis. Elucidation of these pathways may contribute to the
development of novel approaches to treat or prevent EBV associated lymphoproliferations in
AT patients where conventional chemotherapy is very toxic because of the DDR defect, but

also in the general population.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines and culture. LCL were generated according to standard protocols at the Genethon
Laboratory and at the Imagine Institute Biological Resource Center. Briefly, blood from
patients with Ataxia-Telangiectasia and from healthy donors were taken after free and informed
consent according to ethical guidelines. Mononuclear cells were extracted and put in the
presence of B95-8 EBV strain with ciclosporin. The culture is then left 2 weeks and
progressively passed to obtain stable lines for laboratory use.

LCL were maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. LCL were cultured
in RPMI medium (RPMI 1640, Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco), 2 mM
L-glutamine (Invitrogen) and 1% penicillin-streptomycin solution (Sigma). LCL were passed

every 3 days replacing half of the culture medium with fresh medium.

RNA extraction and integrity analysis. LCL-WT and LCL-AT were harvested in an
exponential growth phase and washed twice with PBS. Total RNA was extracted using the
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). The concentration of total RNA was measured
spectrometrically using Xpose (Trinean). The RNA integrity was analyzed by capillary
electrophoresis using a Tape-Station (Agilent). Only samples with RNA Integrity Number

(RIN) greater than 9 were retained for further processing.

cDNA library preparation. The NUGEN Ovation Universal RNA-Seq system was used to
construct the RNA-seq libraries from 100 ng of total RNA. Briefly, total RNA was retro-
transcribed in single-stranded cDNA and the second strands were synthesized. Human
ribosomal primers were added to allow the subsequent depletion of ribosomal RNA. Total
cDNA was fragmented using a S220 Focused-ultrasonicator (Covaris). The fragments’ ends

were repaired and ligated with labeled adapters. Cleavage of the adaptors were induced to allow
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depletion of ribosomal transcripts. Finally, the RNA-seq libraries were amplified by PCR, with

a monitored number of cycles to reduce amplification bias.

Sequencing. RNA sequencing was performed by the genomics platform of Imagine Institute
on HiSeq 2500 (Illumina), by multiplexing 12 libraries per line to obtain a sequencing depth of
70 million pair-end reads per library, with a read length of approximately 130 nucleotides.

Bases and quality values were generated for each read (fasq files).

Reads mapping and quantification. Regarding quality control, FastQC (52) was firstly used
to perform quality analysis of FASTQ files. This tool provides assessment of GC content, over-
abundance of adaptors and overrepresented sequence. Reads were cleaned for Illumina adapters
with Cutadapt (53). Next, we used Salmon v0.8.2 (54) to pseudo-align raw RNA-seq reads to
both human and viral genomes. This quantification tool is able to retain multi-mapped reads,
which makes it well-suited to account for overlapping regions in the EBV genome. Salmon was
run with default parameters to get quantification estimates at the transcript level of both human
and EBV genomes. Salmon relies on the use of raw sequencing reads, and an index built from
transcript sequences to quasi-map RNA-seq reads in the quantification step. This index was
built by merging human and viral references into a single GFF file. The human reference
genome assembly GRCh38 was downloaded from the ENSEMBL Genome (55) FTP site
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-92/fasta’homo_sapiens/cdna/), and the EBV genome was
downloaded from Flemington Lab (http://www.flemingtonlab.com/rnaseq.html, B95-8/Raji

genome and B95-8/Raji BED annotation).

Differential analysis. Differential analysis was performed using R software, version 3.5.0 (56)
and the negative binomial generalized linear modelling (GLM) implemented in DESeq2

package version 1.20.0 (57). Normalisation was performed by firstly computing size factors on
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human transcripts and then used to normalise viral counts in order to satisfy normalisation
assumptions underlying DESeq2 model. Default parameters were set for dispersion estimation
as well as outlier detection and low expressed genes. The statistical model was adjusted on the
cell type only. A Wald test was applied on viral transcripts to perform comparisons among
conditions. P-values were corrected for multiple testing using Benjamini-Hochberg correction
(58) with a level alpha set to 0.05. The BioMart R package was used to annotate human

differentially expressed genes.

Genome visualization. For this part of the analysis, the reads were first mapped on the human
genome (hg38) using STAR v2.5.0a (59). The unmapped reads were then aligned to the EBV
genome (Flemington Lab) using bowtie2 v2.3.4.2 (60), a more convenient mapper adapted to
small genomes. The snapshots obtained in Fig 4A and Supplemental Fig 3 were obtained with
IGV v2.4.15 (61). The format conversions, sorting, and indexing intermediate operations on
the data were performed using samtools v1.7(62) and bedtools v2.26 (63). The workflow
describing the mapping of unmapped reads and the production of the IGV snapshots has been

automated with a CWL (64) workflow.

Gene Ontology analysis. Differentially expressed genes were subjected to GO-Analysis, using
the over-representation test within the Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships
(PANTHER, version 13.1) classification system (65), which is maintained up to date with GO
annotations. This tool uses a Fisher's Exact test with false discovery rate (FDR) multiple test
correction to compare an imputed gene list with a reference gene list from the PANTHER
database, for each defined GO term or Reactome pathway (66). Statistically over-represented
GO-categories (FDR < 0.05) containing less than 25% of the input were selected for

visualization.
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Gene Sets analysis. Functional analysis was carried out using the Ensemble of Gene Set
Enrichment Analyses (EGSEA) R package (version 1.8.0). EGSEA uses 12 algorithms
(Camera, Roast, Safe, Gage, Padog, Beach, Zscore, Gsva, Ssgsea, Globaltest, Ora and Fry) and
combine the results by calculating a Wilkinson adjusted p-value. The EGSEA database consists
of approximately 25.000 genes-sets classified into 16 collections from the MSigDB (67, 68),

GeneSetDB(69) and KEGG (70) databases.

Transcription and translation assay. Cells were incubated with 5-ethynyl uridine (EU) on 1
hour or with O-Propargyl-puromycin (OPP) on 30 minutes. Transcription and translation rate

were assessed using the Click-it assay Kit (Invitrogen), followed by flow-cytometer analysis.

Statistics. Statistical comparison between LCL-AT and LCL-WT were performed using a
Mann—Whitney—Wilcoxon non-parametric test, using Prism (version 7.00, GraphPad

Software).

1000 genome project analysis. 464 EBV standardized read counts were downloaded on the
EBV Portal platform (ebv.wistar.upenn.edu), which regroup EBV RNA-seq results of LCL-

WT sequenced within the 1000 genome project.

EBYV interactome analysis. EBV interactome data were downloaded from the Polygenic
pathways website (wWww.polygenicpathways.co.uk/ epsteinbarr.htm), which includes 5404
interactions between human and EBV genes, and were compared to the DE gene list from

human genome RNA-seq analysis.
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Figure 1: Overview of RNA-seq data generated from lymphoblastoid cell lines derived from 7 AT and S unaffected
control individuals. (A) Experimental design and bioinformatic data analysis for dual RNA-seq. (B) Result of reads alignment
on the human and EBV references genomes. For each sample, the number of mapped or unmapped read are shown on the y-
axis. (C) Principal component analysis (PCA) plot visualizing the similarities between biological replicates and the separation
between LCL-WT (red dots) and LCL-AT (blue dots). (D) Hierarchical clustering dendrogram of LCL-WT and LCL-AT
normalized gene expression, with expression levels of differentially expressed genes with [logFC| > 1 showed as a heatmap.
Red represent downregulated genes and green represent upregulated genes. (E) Volcano plot displaying log2 fold-change
against —log10 (p-adjusted). DESeq2 analysis identified 1024 significant downregulated genes and 875 significant upregulated
genes among which 414 had a log2 fold-change < -1 and 527 had a log2 fold-change > 1.
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Figure 2: GO analysis of differentially expressed genes and functional explorai
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Figure 3: EGSEA analysis of differentially expressed genes. The EGSEA algorithm was used to identify significantly
induced or inhibited Gene-Sets from the MSigDB, GSetDB and KEGG databases. Significantly induced (green) or inhibited
(red) Gene-Sets of interest are displayed, as given by EGSEA results with |avg.logfc.dir| >2 and P.adj <0.05. Interesting Gene
Sets were reordered in functionnal categories : Oncogenesis, Growth Factors receptors, Tumor suppression, Cytokines, B-cell
phenotype and Immunity. The avg.logfc.dir value is indicated on the x-axis and the P.adj on the top of each bar.
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Figure 4
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Figure 4: RNA seq results of the viral genome. (A) Whole genome view of RNA-seq coverage across the EBV genome on
representative samples of LCL-WT and LCL-AT. The y-axis shows the number of reads mapping to each location of the EBV
genome on a logarithmic scale. (B) Results of reads alignment on the viral genome. The number of normalized reads is indicated
on the y-axis. (C) Normalized BZLF1 reads show the expression pattern as total normalized reads. (D) Normalized latent counts
were extracted from total viral counts. (E) Heatmap displaying all latent genes in each LCL-WT and LCL-AT. Red represent
downregulated genes and green represent upregulated genes. (F-H) analysis of EBV read counts from the 1000 genome project
(1k gen.). (F) 476 EBV RNA-seq results were separated in 4 groups regarding the expression of BZLF1 (quantile Q1 to Q4).
For each of these quantile, total viral counts (G) and latent counts (H) were determinated. ***: pval <0.001.
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Figure 5
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Figure 5: Heatmaps of EBV interactome. (A-C) Heatmaps showing all differentially expressed genes that were described,
according to the Polygenicpathway EBV database, as regulated by: (A) EBNA-3A, (B) EBNA-3C, (C) LMPI.
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Supplementary figure 1
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Supplemental Figure 1: GO analysis of differentially expressed genes (A-B) The PANTHER statistical over-representation
test tool was used to determine over-representation of defined functional classes for the 1899 differentially expressed genes.
(A) These 11 GO categories corresponding to cellular component were judged as too general and non-informative, and were
eliminated for better clarity of Figure 2C. (B) Reactome pathways.
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Supplemental Figure 2: Exploration of rRNA content. (A-B) Expression of rRNA in LCL-AT and LCL-WT shown as a
percentage of total RNA expression: (A) Total rRNA, (B) 18S rRNA. (C-D) The quality control of RNA degradation was
assessed for LCL-AT and LCL-WT using two methods: (C) calculating the 28S/18S ratio, (D) determining the RNA integrity
number (RIN).
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Supplementary figure 3
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Supplemental Figure 3: RNA-seq coverage across an intergenic region of EBV genome. Zoom on a 1985 bp region of
EBV genome showing the intergenic region between the end of the EBV genes B(a)RF1/ORF60, BMRF1/ORF59,

BMRF2/ORF58 on one side and BZLF2/BMLF1 on the other side. The number in brackets represents the start and the end
position of the unique exon of each of these genes, (reference EBV genome V01555.2). The y-axis of each graph shows the

number of reads mapping to each location of the EBV genome on a logarithmic scale.
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3. Exploration de la fonction mitochondriale

Les résultats du RNA-seq suggérent un défaut mitochondrial au sein des LCL-AT par rapport aux LCL-
WT. La fonction mitochondriale a alors été explorée par la technique SeaHorse qui analyse différents
parametres de la glycolyse et de la respiration mitochondriale par 1’emploi de plusieurs drogues (Figure

15).
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Figure 15 : Etude de la fonction mitochondriale des LCL-AT. ATP (A) Schéma du test de stress mitochondrial mesurant
les paramétres de la respiration mitochondriale (OCR : oxygen consumption rate). (B) Le taux de consommation en dioxygéne
a été mesuré dans les LCL-WT et les LCL-AT en condition basale, puis par addition séquentielle d’oligomycine (0,5 pM),
FCCP (1 uM), puis de roténone et d'antimycine A (1 uM), comme indiqué. (C) Schéma du test de stress glycolytique (ECAR :
extracellular acidification rate). (D) L’acidification du milieu extracellulaire reflétant la consommation en glucose a été
mesurée dans les LCL-WT et les LCL-AT en condition basale, puis par addition séquentielle de glucose 10 mM, d'oligomycine

0,5 uM et de 2-désoxyglucose 100 mM (2-DG). (B-D) Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type, n = 6.
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Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative pour les différents paramétres de
respiration mitochondriale et de la fonction glycolytique des mitochondries entre les LCL-WT et les
LCL-AT.
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CHAPITRE 3 :
REPONSE A LA STIMULATION
DU BCRET A L'IL21
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1. Mise en contexte

Au cours du cycle de vie du virus, le centre germinatif est un environnement particulier ou
I'expression des génes de latence virale est progressivement restreinte. En effet, le
lymphocyte B infecté est en latence de type lll a I'entrée du centre germinatif, exprimant
I’ensemble des neuf génes de latence virale, et se retrouve en latence de type | a sa sortie
exprimant seulement EBNA-1, protéine virale permettant de fixer I'épisome viral sur le
chromosome cellulaire, ainsi que la ségrégation des épisomes viraux dans les deux cellules

filles au cours de la mitose.

Dans cet environnement, I'absence d’ATM dans les lymphocytes B infectés des patients
atteints d’AT pourrait conduire a une altération de la restriction de la latence et a une
augmentation du risque de lymphomagenese au sein des centres germinatifs. Cette
hypothese est corroborée par I'observation que les patients atteints d’AT développent
principalement des lymphomes de Hodgkin et des lymphomes diffus a grandes cellules B,
habituellement décrits comme dérivant des centres germinatifs (D. Canioni et F. Suarez, non

publié).

2. Expression des génes viraux apres activation du lymphocyte B

L’étude de I'influence de I'environnement du centre germinatif sur des lymphocytes B infectés
par EBV de patients atteints d’AT est compliquée en raison de I’'absence de modeles animaux
adaptés. Au sein de cet environnement, I’activation du BCR et la stimulation par I'lL-21 ont

attiré notre attention en raison de leur lien avec EBV.

L’activation du BCR est bloquée dans les LCL-WT car la protéine virale LMP-2A fixe les kinases
Lyn et Syk qui ne peuvent plus permettre la transduction du signal. Cela permet au lymphocyte
B infecté par EBV de rester dans un état quiescent le rendant incapable de présenter un
antigéne (Dykstra et al., 2001). L’activation du BCR a aussi été testée dans les LCL-AT et on ne
retrouve pas de différence significative avec les LCL-WT (Speck et al., 2002). Cependant

I’expression des génes de latence de I'EBV n’a pas été explorée dans cette condition.
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La stimulation des lymphocytes B par I'lL21 joue un role primordial dans la prolifération,
I’'hypermutation somatique, la transition vers le stade de lymphocyte B mémoire ou de
plasmocyte, ainsi que la réponse a I'antigene (Zotos et al., 2010). La stimulation des LCL-WT
par I'lL21 est connue pour augmenter I'expression de LMP1 (Konforte et al., 2008), imposant

ainsi a la cellule infectée une latence restreinte de type Il (Kis et al., 2010).

Nous avons examiné l'influence de I'activation du BCR et de la stimulation par IL21 dans les
LCL-AT, en incubant les LCL-AT avec un anticorps Anti-lgM permettant un crosslink du BCR ou
avec de I'll21 humaine recombinante pendant 24 heures, en comparaison avec les LCL-WT. A
I'issue de cette période, I'ARN des cellules a été extrait en vue de la réalisation d’une RT-PCR

guantitative pour le panel de génes viraux précédemment défini (Figure 16).

Apres activation du BCR, les résultats de RT-PCR quantitative montrent qu’il y a une
augmentation de I'expression de LMP-1 dans les LCL-AT par rapport aux LCL-WT. Aucune autre
différence significative n’a été trouvée pour les autres genes étudiés. La comparaison du
niveau d’expression de LMP-1 dans les LCL-WT en condition basale et aprés activation du BCR
montre que 'activation du BCR induit une inhibition de I’expression de LMP-1 (p <0,001). Cette
inhibition n’est pas présente au sein des LCL-AT. Ces résultats suggérent qu’au niveau du
centre germinatif, 'activation du BCR pourrait induire une restriction de la latence dans les
cellules EBV en latence lll, restriction qui pourrait avoir lieu dans des conditions moindres chez

les patients atteints d’AT.
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Figure 16 : Influence de I'activation du BCR et de la stimulation par IL21 sur I’expression des génes viraux. Expression du
panel de génes viraux par le calcul du 2¢t (en ordonnée) apres (A) stimulation du BCR ou (B) apres stimulation par I'lL21. Les
résultats intéressants dans les encadrés sont reproduits en ajoutant les analyses des conditions sans stimulation pour voir

I'effet de la stimulation au sein de chaque lignée. * : p <0,05, ** : p <0,01, *** : p <0,001 (test non-paramétrique de Mann-

Witney)

Aprés stimulation par I'lL21, les résultats de RT-PCR quantitative montrent une diminution
significative de I'expression de LMP-1, LMP-2, et BZLF-1 au sein des LCL-AT, ainsi qu’une
augmentation significative de EBNA-1. Aucune différence significative n’est observée pour
EBNA-2. La comparaison du niveau de LMP-1 aux conditions sans stimulation montre que
LMP-1 est significativement induit a la fois dans les LCL-WT (p <0,01) et dans les LCL-AT (p

<0,05), avec cependant une induction plus élevée au sein des LCL-WT (p <0,05).
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EBNA-1 est significativement inhibé a la fois dans les LCL-WT (p <0,001) et les LCL-AT (p <0,05),
avec une inhibition plus élevée au sein des LCL-WT (p <0,01). Ces résultats suggerent un effet
de la stimulation par I'll21 similaire entre les lignées LCL-WT et LCL-AT mais plus important au

sein des lignées LCL-WT.

Enfin BZLF1 est significativement inhibé a la fois dans les LCL-WT (p <0,001) et les LCL-AT (p
<0,001) avec une inhibition plus élevée au sein des LCL-AT (p <0,01). Ces résultats pourraient
suggérer que l'induction du cycle lytique se ferait dans une moindre proportion au sein des
cellules infectées par EBV et stimulées par I'lL21, chez les patients atteints d’AT. La baisse du

niveau de BZLF-1 confirme I'impact de I'lL21 (Konforte et Paige 2009).

Les résultats concernant I'activation du BCR et |a stimulation par I'lL21 étant particulierement

intéressants, il a été décidé d’explorer ces conditions en RNA-seq.

3. BCR/IL21 en RNA-seq

Pour explorer I'influence de I'activation du BCR et de la stimulation par IL21 sur I'expression
des genes de latence de I'EBV au sein des LCL-AT, nous avons analysé 3 LCL-WT et 3 LCL-AT
par RNA-seq en condition basale, aprés activation du BCR ou apres stimulation par IL21. Cette

analyse est réalisée de maniére concomitante sur le génome cellulaire et le génome viral.

a. BCR

L’analyse des conditions avec et sans stimulation du BCR a montré 3 genes différentiellement
exprimés dans les LCL-AT et 7 dans les LCL-WT. Ces genes sont pour la plupart des
pseudogénes ou des génes codant des protéines non connues. Etant donné le caractére peu
vraisemblable du faible nombre de génes différentiellement exprimés et la contradiction avec

nos résultats de RT-PCR quantitatives, il s’agit d’un artefact.
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L’explication la plus vraisemblable est celle d’un probléme technique sans que I'étape a
laquelle ce probleme ait eu lieu ne puisse étre discerné. La grande concentration d’anti-lgM
nécessaire a |’activation du BCR (10@g/mL) fait qu’un tube d’anticorps complet est utilisé pour
chague comparaison. Le tube d’anti-lgM utilisé pour le RNA-seq n’a pas pu étre testé pour

confirmer la reproductibilité des résultats de RT-PCR quantitative.

b. IL21

La comparaison des LCL-WT stimulés par IL21 par rapport aux LCL-WT sans stimulation (ci-
apres condition A) retrouve 1651 génes différentiellement exprimés (p ajustée <0,05), dont
922 sont surexprimés et 729 sont sous-exprimés. Parmi ces génes, 957 présentent un | log2
fold-change | > 1. La comparaison des LCL-AT stimulés par IL21 par rapport aux LCL-WT sans
stimulation (ci-aprés condition B) retrouve 386 génes différentiellement exprimés (p ajustée
<0,05), dont 204 sont surexprimés et 182 sont sous-exprimés. Parmi ces genes, 352
présentent un | log2 fold-change | > 1. (Figure 17A). Le nombre de génes DE apreés stimulation
par I'lL21 est largement supérieur au sein des LCL-WT qu’au sein des LCL-AT. Ces résultats
suggerent que la stimulation par I'lL21 des LCL-AT module moins de génes que la stimulation

des LCL-WT.
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Figure 17 : Analyse des résultats du RNA seq aprés stimulation par 1121. (A) Moyenne du nombre de génes DE et du nombre
de génes DE avec un | log2 fold-change | > 1 sur les 3 LCL-WT et les 3 LCL-AT aprés stimulation par IL21. (B-C) Heatmap
présentant les génes DE entre la condition basale et la condition avec stimulation par 1121 (B) pour les lignées LCL-WT et (C)
pour les lignées LCL-AT. Le dendrogramme présente la classification non supervisée des lignées analysées. +/- : condition avec

stimulation par 1121/ basale respectivement.

Une heatmap des genes DE des conditions A et B a été réalisée et a un aspect différent entre
ces conditions, confirmant la suggestion d’un effet différent de I'll21 sur les LCL-WT et les LCL-

AT (Figure 17B-C).
Une analyse de surreprésentation des Gene-Ontology des genes différentiellement exprimés

est réalisée a I'aide de I'outil « over-representation tool » du systeme de classification

PANTHER. Les résultats les plus importants de cette analyse sont présentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Analyse par GO des génes DE apreés stimulation par IL21. L'outil « over-representation tool » du systeme de

classification PANTHER a été utilisé pour déterminer la surreprésentation de classes GO fonctionnelles définies pour les génes

DE pour les processus biologiques (Biological Process), fonctions moléculaires (Molecular functions), composants cellulaires

(Cellular functions), ainsi que les voies de signalisation Reactome (Reactome Pathways). Les fréquences attendues (Expected)

et observées (Observed) pour chaque catégorie GO et Reactome Pathway sont respectivement indiquées par des barres

grises et noires. Le nombre de génes attribués a chaque catégorie peut étre déterminé a partir de I'axe des abscisses et la p

pour chaque catégorie est indiquée a droite de chaque barre.
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Les différentes Gene-Ontology ainsi que les Reactome Pathways obtenues appartiennent a 4
grandes catégories que sont le cycle cellulaire, la régulation de I'apoptose, I’'homéostasie et
épigénétique de la chromatine, et la réponse cytokinique. L'lI21 est une cytokine qui induit la
prolifération et la différentiation des lymphocytes B dans le centre germinatif (Zotos et al.,
2010), ainsi que I'apoptose des lymphocytes B activés par dérégulation de BCL-2 (Mehta et al.,
2003). Nos résultats montrent que ces processus sont conservés dans les LCL, a la fois les LCL-
WT et les LCL-AT. Cependant les Gene-Ontology et les Reactome Pathways des LCL-WT
semblent étre principalement liés a la réponse cytokinique alors que I’homéostasie et

I’épigénétique de la chromatine priment dans les LCL-AT.

Une analyse par EGSEA a été réalisée pour approfondir I'analyse des différents effets de I'll21
sur les LCL-WT et LCL-AT. Cet outil combine 12 algorithmes différents et explore les bases de
données MSigDB, GeneSetDB et KEGG, comportant plus de 25 000 ensembles de génes (Gene-
Sets). EGSEA compare la liste des genes DE a chaque Gene-Set, et détermine si la liste des
génes DE est significativement enrichie ou appauvrie au sein de chaque Gene-Sets en
présentant une p-value corrigée et un fold-change. Dans un premier temps, les Gene-Sets
connus pour étre induits par I'll21 ont été isolés manuellement afin d’explorer I'effet de I'lL21

sur ces lignées (Figure 19).

LCL-WT LCL-AT

EGSEA Gene-Sets p.value FC p.value FC

Upregulated by STAT1 transcription factor 4,16E-06 1,45 4,77E-01 1,21
Upregulated by STAT3 transcription factor 2,60E-05 1,35 3,54E-02 1,17
Upregulated by STAT5A transcription factor  2,18E-02 1,44 3,39E-02 1,54
Upregulated by STATSB transcription factor  1,87E-02 148 256E-02 1,59
Th17 cell differentiation  3,23E-03 1,07 3,17E-01 0,93

Inflammatory response  9,01E-09 1,22 3,34E-06 1,15

Regulation of IFNG signali 538E-04 1,25 6,30E-03 1,08

9

Positive regulation of leukocyte proliferation 4,34E-03 1,19 4,16E-02 1,01
Apoptosis  1,09E-02 1,01 5,84E-02 0,84

Upregulated in memory B-cells (vs Naive B-cells) 2,70E-06 1,13 3,35E-05 1,35
Upregulated in Plasma cells (vs Naive B-cells) 843E-01 0,75 748E-02 0,79

Figure 19 : Analyse EGSEA des Gene-Sets associés a I’activation par I'IL21. Les Genes-Sets associés a la stimulation par 1L21

ont été extraits des résultats de I'algorithme EGSEA appliqués au LCL-WT et aux LCL-AT aprés stimulation par I'IL21.
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L'lI21 induit une phosphorylation de STAT-1, STAT-3 et STAT-5 mais son activité dépend
principalement des STAT-1 et STAT-3 (Avery et al., 2010). Les Gene-Sets correspondant a
I'activation des STAT-1, STAT-3 et STAT-5 sont bien transactivés dans les LCL-WT, ainsi que les
autres Gene-Sets connus pour étre transactivés par I'lL21, suggérant une activation normale
delavoiell21 dans les LCL-WT. Dans les LCL-AT, on observe bien une transactivation des Gene-
Sets correspondant a I'activation des STAT-3 et STAT-5 mais cette transactivation n’est pas
significative pour STAT-1. On observe également une absence de transactivation significative
des Gene-Sets correspondant a la différentiation en Th17 et a I'apoptose. Les Gene-Sets
correspondant aux génes transactivés dans les plasmocytes ne sont pas transactivés dans les
LCL-WT ni dans les LCL-AT. Il est intéressant de noter que les p-value des Gene-Sets décrits
sont en général moins significatifs dans les LCL-AT en comparaison avec les LCL-WT, suggérant

que I'll21 a moins d’effet sur les LCL-AT.

Dans un second temps, I'ensemble des Gene-Sets significativement enrichis ou appauvris (p
<0,05) ont été isolés pour les conditions A et B. Compte tenu de I'immense quantité de
données obtenues, nous n’avons gardé que les Gene-Sets dont le log2 fold-change était

supérieur a 1 en valeur absolue (Figure 20).
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‘ LCL-WT ‘ ’ LCL-AT ‘

‘ MSIGDB = Enrichment £ Impoverishment ‘ ‘ GENESETDB mm Enrichment B Impoverishment ‘
ATF4 Tfact activation (gsdb10711) 4,06E-03 RNA Pol. | Promoter Opening (gsdb1010) 4 2,99E-19
STAT3 Tfact activation (gsdb7335) 2,60E-05 Meiotic Recombination (gsdb12295) 4 1,87E-21
FOXO3 Tfact activati 1,29E-04 nucleosome assembly (gsdb12469) 3,78E-20
CREB1 Tfact activation (gsdb14930) 3,14E-04 RNA Pol. | Chain Elongation (gsdb2300) 4 1,15E-16
RELA Tfact activation (gsdb7274) 4,45E-05 RNA Pol. | Promoter Clearance (gsdb10463) 4 3,73E-13
Rel/NF-kB target genes (gsdb11329) 3,31E-06 RNA Pol. | Transcription (gsdb8009) 4 1,25E-12
hsa-miR-221 expression (gsdb15805) {I ] 1,08E-03 Telomere Maintenance (gsdb1348) 1] 4,40E-28
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
KEGGDB == Enrichment B Impoverishment ‘ ‘ MSIGDB == Enrichment £ Impoverishment
Upregulated in allog jection (M5950) - 1,94E-02 Protein DNA lecule (M17281) - 1,31E-26
A is by activation of (M5902) 4 1,09E-02 Deposition of CENP-A cont. nucleosomes (M871) 6,17E-41
Upreg. upon knockdown of BMI1/PCGF2 (M2779) 2,48E-05 RNA pol | Transcription (M728) 5,72E-28
Upregulated upon knockdown of ALK (M2774) | 5,03E-07 DNA i (M17506) - 7,22E-37
Upregulated in hypoxia (M5891) 1,66E-06 Packaging of telomere ends (M17695) 6,01E-36
y (M5932) 4 2,71E-05 Neg. reg. of megakaryocyte diff. (M14703) - 7,01E-15
Regulated by NF-kB in response to TNF (M5890) 4,05E-18 Involved in amyloids (M1076) + 5,02E-27
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
KEGGDB mu Enrichment  E=1 Impoverishment ‘ ’ KEGGDB mu Enrichment  E=1 Impoverishment
Th17 cell differentiation (hsa04659) 4 3,23E-03 Calcium signaling pathway (hsa04020) 2,75E-03
C & i (hsa04610) 4 2,17E-04 Hematopoietic cell lineage (hsa04640) 4 3,58E-04
Cytok.-cytok. receptor interaction (hsa04060) 4 3,27E-18 [of & i (hsa04610) 4 5,31E-03
Autoimmune thyroid disease (hsa05320) 4 4,83E-04 Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514) 4,05E-03
Type | diabetes mellitus (hsa04940) 4 1,87E-03 Antibioti iosy is (| ) 4 1,18E-03
Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514) 4 1,77E-06 Alcoholism (hsa05034) 1,92E-09
Jak-STAT signaling pathway (hsa04630) 4 3,76E-03 Systemic lupus erythematosus (hsa05322) 1,15E-18
00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25

Figure 20 : Analyse EGSEA des génes DE apreés stimulation par I'lL21. L’algorithme EGSEA a été utilisé pour identifier les
Gene-Sets significativement enrichis (gris) ou appauvris (jaune) a partir des bases de données MSigDB, GSetDB et KEGG. Les
Genes-Sets intéressants sont présentés avec la valeur du | log2 fold-change | indiquée sur I'axe des abscisses et la p ajustée

indiquée a la fin de chaque barre.

On observe que les résultats GS significativement enrichis ou appauvris concernent en grande
partie la réponse inflammatoire dans les LCL-WT et I'homéostasie et épigénétique de la
chromatine dans les LCL-AT, ce qui confirme les résultats obtenus par I'analyse des GO.
Cependant, trés peu de GS sont significativement appauvris dans les LCL-WT alors qu’une
grande partie I'est dans les LCL-AT. Ces GS concernent surtout I’'hnoméostasie de la chromatine
et '’ARN polymérase I. Cela pourrait suggérer la présence d’un défaut de synthése de I’ARN

ribosomal au sein des LCL-AT.

Les reads viraux ont été extraits des reads totaux apres normalisation sur la taille de la
bibliotheque de chaque échantillon, puis visualisés par le logiciel IGV (Figure 21A) qui ne

retrouve pas de régions spécifiquement enrichies ou appauvries dans les LCL-AT.
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La quantité de reads viraux totaux, de cycle lytique et de cycle latent ainsi que I’expression de
BZLF1 et de LMP-1 a été évaluée pour chacune des 6 lignées apres stimulation par IL21 et
comparée a la quantité de reads viraux correspondante en condition basale (Figure 21B-F). La
tendance d’expression de BZLF1 suit le méme modeéle que celui des génes de cycle lytique,
mais n’influe pas I'expression des génes de latence comme démontré dans le chapitre

précédent.
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Figure 21 : Visualisation du génome viral. (A) Le génome viral des 6 lignées analysées en RNA-seq aprés stimulation par I'lL21
a été visualisé a I'aide du logiciel IGV. L'ordonnée représente la quantité de reads viraux selon la position sur le génome viral
sur une échelle logarithmique. (B-F) Pour chacune des 6 lignées étudiées aprées stimulation par I'lL21, la quantité de reads

viraux totaux (B), de cycle lytique (C), de cycle latent (D), de BZLF1 (E) et de LMP1 (F) a été déterminée et comparée a la

condition basale correspondante.
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On observe que la stimulation par IL21 induit des génes de latence virale a la fois dans les LCL-
WT que dans les LCL-AT (Figure 21D). Cette induction de génes de latence concerne

principalement le géne LMP-1 (Figure 21F).

La comparaison des génes de latence au sein des lignées LCL-WT et LCL-AT entre les conditions
basales et apres stimulation par IL21 est présentée dans la figure 22. On observe que I'lL21
induit LMP-1 a la fois dans les LCL-WT et dans les LCL-AT avec une tendance supérieure dans
les LCL-WT (Figure 22A). Au sein des LCL-AT, on observe également une diminution de EBNA-
1, de LMP-2A et LMP-2B et de EBER-2.
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Figure 22 : Expression des geénes de latence de ’EBV aprés stimulation par I'lL21. L’expression de chacun des génes de
latence a été évaluée aprés normalisation des reads viraux sur la taille de la bibliotheque entre la condition basale et la
condition aprés stimulation par I'lL21, pour les LCL-WT et les LCL-AT. (A) Résumé des résultats de I'analyse différentielle des
genes de latence au sein des LCL-AT comparés aux LCL-WT. (B) Heatmap des différents génes de latence apparaissant au

moins une fois comme DE au sein des LCL-WT ou des LCL-AT.

Ces données confirment les résultats obtenus par RT-PCR quantitative pour les genes LMP-1,
LMP-2, EBNA-1 et EBNA-2. Une heatmap a été réalisée pour apprécier le niveau d’expression
des génes de latence différentiellement exprimés dans les LCL-AT, pour les lignées LCL-WT et

LCL-AT, et dans les conditions basales et apres stimulation par I'lL21 (Figure 22B).
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4. Exploration de la voie de I'lL21

Les résultats de RNA-seq suggerent que les lignées LCL-AT ont un défaut de réponse a I'll21
par rapport aux LCL-WT. Ce défaut pourrait venir d’'une quantité de récepteur a I'll21 moins

importante dans les LCL-AT ou d’un défaut de la voie de signalisation en aval du récepteur.

1. Expression du récepteur a I'lL21

Le récepteur a I'll21 (IL21R) a été quantifié dans les lignées LCL-WT et LCL-AT par cytométrie

en flux (Figure 23). Aucune différence significative n’a été retrouvée, ce qui implique que le

défaut de réponse a I'lL21 se situe en aval du récepteur.

250k Mean Fluorescence
woxq  Isotype

] Control | Sample| 1500 ns

Vivantes
76,9

T 150K ] = 1000 [

—_9 single Cells —3
400 | | i
5000: "
o

0 sk ook ek 200k 20K 0 sk ok ok a0k 20k W oe et 6wt N ®
FSC-A FSC-A PE-A

Figure 23 : Expression du récepteur a I'lL21 dans les LCL-AT. (A) L'expression du récepteur a I'lL21 (IL21R) a été quantifiée
en cytométrie en flux dans 3 LCL-WT et 5 LCL-AT. (B) Analyse statistique des différences de moyennes de fluorescence pour

les lignées LCL-WT et LCL-AT (test non-paramétrique de Mann-Witney).
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2. Analyse du phosphokinome

Pour explorer en détail la voie de signalisation de I'll21 en aval du récepteur, un
phosphokinome a été réalisé sur une lignée LCL-WT et LCL-AT avant et aprés stimulation par
I'lI21 (Figure 24). Le phosphokinome permet I'analyse simultanée de la phosphorylation de

plus de 40 kinases, impliquées dans les voies ubiquitaires d’activations cellulaires.
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Figure 24 : Analyse du phosphokinome en condition basale et aprés stimulation par IL21. Un phosphokinome explorant la
phosphorylation de plus de 40 kinases impliquées dans les voies ubiquitaires d’activations cellulaires a été réalisé sur une

lignée LCL-WT (AN4 correspondant a L4) et une lignée LCL-AT (A2) en condition basale et apres activation par I'lL21.

On observe que les kinases impliquées dans la voie de I'lL21, comme STAT-3 et STAT-5, et d’autres
kinases impliquées dans de multiples voies de signalisation (Akt) sont activées de maniére basale au
sein de la lignée LCL-AT, mais pas au sein de la lignée LCL-WT. Cela pourrait expliquer pourquoi les
lignées AT ont une absence de réponse a I'lL21 : les voies impliquées sont déja en partie activées.
L’activation de ces lignées par I'lL21 augmente la phosphorylation de la plupart des kinases avec un
taux de phosphorylation comparable entre la lignée LCL-WT et LCL-AT pour la majorité des kinases

étudiées.
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1. Discussion des résultats

a. Introduction

Les patients atteints d’AT ont une incidence élevée de EBV-LPD, qui ne semble pas seulement
s’expliquer par I'immunodéficience induite par cette maladie. Nous faisons I’hypothese
qu’ATM intervient dans le contréle de la latence de I'EBV en situation physiologique, et que la
levée de ce contrble chez les patients atteints d’AT pourrait contribuer a déréguler la latence
de I'EBV et a favoriser I'oncogenése induite par ce virus. Cette hypothése a été testée, au cours
de cette thése, sur des lignées lymphoblastoides dérivées de patients atteints d’AT et de

donneurs sains.

b. Prolifération et traduction

L’analyse par RNA-seq de ces lignées montre que les LCL-AT ont un transcriptome compatible
avec une oncogenése accrue, suggérant une induction d’oncogenes et une inhibition de
suppresseurs de tumeurs par rapport aux LCL-WT. Ce phénotype oncogénique a également
été montré dans des LCL-AT par analyse transcriptomique (microarrays), (Zhang et al., 2013)
et dans des cellules épithéliales mammaires issues de patients atteints d’AT par analyse RNA-

seq (Hesse et al., 2013).

Les lignées LCL-AT proliférent en moyenne plus que les LCL-WT, avec une grande variabilité
intragroupe, certaines LCL-WT proliférant plus que certaines LCL-AT. Un phosphokinome
réalisé entre 2 lignées LCL-WT et LCL-AT ayant une grande différence de prolifération montre
gue de fagon basale, les LCL-AT expriment plus de protéines phosphorylées impliquées dans
la prolifération cellulaire que les lignées LCL-WT. ATM a un role de gardien du génome, de ce
fait elle est a la fois un proto-oncogene et un suppresseur de tumeur selon le contexte
cellulaire. Lorsque des lignées tumorales sont déficientes en p53, I'inhibition d’ATM sensibilise
considérablement les cellules a la mortalité induite par la chimiothérapie (Jiang et al., 2009).
En revanche, en présence de p53, I'inhibition d’ATM protege les cellules contre la mortalité

induite par la chimiothérapie (Jiang et al., 2009), ou la radiothérapie (Shigetta et al., 1999).
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De méme, I'inhibition d’ATM concomitante avec I'activation de Myc augmente la prolifération
et diminue l'apoptose (Maclean et al.,, 2007). Lors de la génération de lignées
lymphoblastoides, l'inhibition d’ATM permet d’augmenter la proportion de cellules en
prolifération de 30% (Nikitin et al., 2010). Les fibroblastes issus de patients atteints d’AT
semblent toutefois avoir un temps de doublement plus lent que les fibroblastes issus de
donneurs sains (EImore et Swift, 1976). Ces résultats sont donc a prendre en considération
uniquement dans le contexte des LCL. Les LCL peuvent entrainer la survenue de lymphomes
chez des souris immunodéprimées (Giovanella et al., 1979). Il serait intéressant d’injecter des
LCL-AT a des souris immunodéprimées et de comparer le phénotype des lymphomes induits

avec ceux survenant chez des souris immunodéprimées injectées avec des LCL-WT.

L’analyse du RNA-seq met en exergue un défaut de transcription et de traduction dans les LCL-
AT, dont seul le défaut de traduction a été démontré au niveau biologique. La quantité d’ARN
ribosomale est également significativement diminuée dans les LCL-AT. ATM a déja été décrite
comme ayant une activité importante d’initiation de la traduction en réponse a I'insuline (Yang
et Kastan, 2000). ATM régule également l'initiation de la traduction des cellules dendritiques
(So et Ouchi, 2014). En cas de CDB, ATM induit la transcription et la traduction de génes cibles
(Diaz-Muioz et al., 2017) et inhibe la dégradation protéasomale d’autres genes (von Stechow
et al., 2015). ATM induit de méme la traduction par inhibition de mTOR (Alexander et al.,
2010 ; Mayer et al., 2014). L'inhibition d'ATM réduit également la transcription nucléolaire
basale des neurones corticaux de rats en culture (Smith and Hetman, 2011). Ceci suggére
qu'ATM est impliquée dans I'homéostasie de la traduction et de |a transcription, notamment
de I'ADNr. D’autres tests biologiques sont nécessaires pour explorer la fonction de

transcription dans notre modele, dont la tendance va également en faveur d’'une diminution.

D’un coté, les LCL-AT ont un phénotype oncogénique, proliférent plus rapidement que les LCL-
WT avec un phosphokinome en faveur d’une activation supérieure des protéines impliquées
dans le cycle cellulaire ; et de I'autre coté, les LCL-AT ont un RNA-seq montrant un défaut des
voies de traduction, ont une quantité de rRNA plus faible, et une cinétique de synthese de
protéines plus faible que dans les LCL-WT. Ces deux observations semblent incompatibles :
comment font les cellules des LCL-AT pour proliférer plus rapidement que celles des LCL-WT

tout en ayant une cinétique de traduction diminuée ?
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Une hypothese pour expliquer ce paradoxe serait que le catabolisme des protéines pourrait
étre tres lent dans les LCL-AT, ce qui maintiendrait un stock de protéines équivalant aux LCL-
WT, tout en ayant une cinétique de traduction diminuée. Cette hypothése pourrait étre
explorée par la mesure des demi-vies par une technique de pulse-chase pour vérifier la

présence d’'un défaut de catabolisme dans les LCL-AT.

c. Latence de 'EBV

Le phénotype oncogénique des LCL-AT pourrait étre expliqué par I'absence d’ATM, mais aussi
par la dérégulation des génes de latence de I'EBV, qui ont pour la plupart une activité
oncogénique (Kang et Kieff, 2015). Aprés analyse par RT-PCR quantitative des LCL-WT et LCL-
AT, on retrouve pour seule différence une diminution de LMP-2 dans les LCL-AT, sans toutefois
avoir exploré les genes EBNA-3 et EBNA-LP. L'analyse RNA-seq en condition basale retrouve
une augmentation de LMP-1 dans les LCL-AT. Ces données concernant LMP-1 et LMP-2 sont a
premiére vue inconsistantes : LMP-1 est significativement augmenté seulement dans le RNA-
seq et LMP-2 est significativement diminué seulement en RT-PCR quantitative. En réalité, les
tendances dans ces deux conditions vont toutes en faveur d’'une augmentation de LMP-1 et
une diminution de LMP-2 avec un degré de significativité variable. La diminution significative
de la transcription de LMP-2 dans les LCL-AT ne semble pas avoir d’'impact sur la protéine LMP-
2A, exprimée de la méme facon dans les LCL-WT et LCL-AT. La protéine LMP-2B pourrait étre
impliguée mais elle est habituellement beaucoup moins exprimée que LMP-2A et nous ne
disposions pas d’anticorps anti-LMP-2B. Cette différence pourrait également étre expliquée

par une augmentation de la demi-vie de I’ARN de LMP-2 ou de la cinétique de traduction.

La transcription des autres génes de latence ne semble pas différente entre les LCL-AT et les
LCL-WT. Une comparaison des résultats de RNA-seq avec la base de données EBV
PolygenicPathway montre toutefois que les génes induits par EBNA-3A le sont aussi dans les
LCL-AT et les génes inhibés par EBNA-3A le sont aussi dans les LCL-AT, ce qui suggére une
activité augmentée de EBNA-3A dans les cellules. Cette différence pourrait venir d’une
guantité accrue de EBNA-3A dans les cellules LCL-AT, hypothése qui n’a pas été explorée du

point de vue protéique, bien que le transcrit EBNA-3A ne soit pas différentiellement exprimé.
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Cette différence pourrait venir plus vraisemblablement d’une activité augmentée de la
protéine EBNA-3A. Cette tendance est également observée pour les genes EBNA-3C et LMP-1

dans une moindre mesure.

d. Effetdel’lL21

L'effet de I'lL21 sur les LCL dépend de la durée de stimulation (Konforte et Paige, 2006). Durant
les trois premiers jours de culture, I'lL21 induit la prolifération et la survie des LCL, avec une
diminution de BZLF-1. Sur une culture au long terme apres le troisieme jour, I'lL21 induit une
diminution de la prolifération, une augmentation de I'apoptose et une augmentation de
BZLF-1. Elle induit également la différentiation des cellules infectées avec un phénotype de
plasmocyte par I'expression de BLIMP-1(Kis et al., 2010), et un phénotype de lymphocyte B
cytotoxique avec I'expression de Granzyme B (Jahrsdorfer et al., 2006). Cette observation a
également été réalisée in vivo, suggérant I'existence d’une population de lymphocytes B

cytotoxiques régulateurs (Tabanelli et al., 2017 ; Hagn et al., 2015).

L’'IL21 modifie la latence des cellules infectées par EBV in vitro, en imposant une latence de
type Il (Kis et al., 2010). Cela passe par une augmentation de LMP-1 et une baisse de EBNA-2
(Wu et al., 2017) qui selon les papiers est dépendante (Konforte et al., 2008) ou indépendante
de la stimulation par IL21 (Kis et al., 2010 ; Nagy et al., 2012). La stimulation de nos lignées par
I'IL21 sur 24 heures induit une surexpression de LMP-1 plus élevée dans les lignées LCL-WT,
mais pas de modifications de EBNA-2, qui semble indépendant de la stimulation par I'lL21

dans le contexte de I'expérience.

Les résultats du RNA-seq réalisé sur les LCL-WT et LCL-AT avant et aprées stimulation par IL21
montrent que les LCL-AT ont un défaut de réponse a I'lL21 par rapport aux LCL-WT, avec
quatre fois moins de génes différentiellement exprimés suivant la stimulation, ainsi que moins
de génes de réponse a I'lL21. Aucune différence n’a été observée pour |'expression du
récepteur al'lL21 entre les LCL-WT et les LCL-AT. Un phosphokinome réalisé sur un seul couple
de LCL-WT et LCL-AT avant et aprés stimulation par I'IL21, montre que la LCL-AT non stimulé
a un phosphokinome trés proche de celle de la LCL-WT stimulé, suggérant une activation

basale des voies de I'lL21 dans les LCL-AT.
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Ces résultats doivent encore étre confirmés par d’autres analyses. Cependant, les résultats du
RNA-seq comparant les LCL-AT et les LCL-WT en condition basale, montrent que les lignées
LCL-AT ont un phénotype B plus différencié que les LCL-WT, ce qui est en accord avec une

activation basale des voies de I'lL21.

2. Pertinence du modeéle LCL

Les progres de la recherche biomédicale ont été accélérés grace a la possibilité d’avoir du
matériel biologique en quantité non limitante, contrairement aux échantillons issus de
patients. Une des contributions majeures a été la capacité d’établir des lignées
lymphoblastoides, depuis la découverte du virus EBV en 1964 (Epstein et al.). Les LCL peuvent
étre générés a partir de moins de 5 mL de sang, sont tres faciles a mettre en culture (Omi et
al., 2017) et constituent une ressource illimitée d’ADN, d’ARN et de protéines humaines.
L’analyse de ces lignées introduit cependant de nombreux biais, que nous décrirons dans cette

section.

Les LCL utilisés au cours de cette these ont été générés au Généthon et au Centre de
Ressources Biologiques de l'institut Imagine a différents moments. Elles possedent donc un
nombre de passages et un nombre de cycles de congélation/décongélation différents, ce qui
pourrait constituer un biais pour nos analyses. Le transcriptome d’une LCL est proche de celui
de son hote source au cours des premiers passages (<5) suivant sa génération (McCarthy et
al., 2016). Au fur et a mesure des passages et des cycles de congélation/décongélation,
I'expression des génes se modifie (Toritsuka et al., 2018) et efface progressivement la
signature spécifique de I'"hOGte pour tendre vers un transcriptome plus uniforme entre LCL
(Caliskan et al., 2014). Les LCL maintiennent leur stabilité génétique au fil des passages
(Scheinfeldt et al., 2018) et ne générent pas de nouveaux SNP par rapport aux PBMC dont elles
sont issues (Herbeck et al., 2009). En revanche, les variants structuraux s’accumulent au cours
des passages ultérieurs (>50) (Scheinfeldt et al., 2018), dont les variations du nombre de

copies (Joesch-Cohen et Glusman, 2017).
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Le biais du nombre de passages et de cycles de congélation/décongélation différents entre
nos lignées existe, mais est relativement modéré ; le nombre de passages de nos lignées se
situant vraisemblablement entre 5 et 50. Ces derniéres ont subi suffisamment de passages et
de cycles de congélation/décongélation pour avoir un transcriptome plus uniforme, avec
cependant un nombre raisonnable pour éviter 'accumulation de variants structuraux. Ces
informations ne sont valables uniquement pour les LCL-WT, il se pourrait que les LCL-AT
accumulent des anomalies génétiques au fil des passages en raison de la mutation du géne

ATM, introduisant un biais supplémentaire a notre étude.

Le projet 1000 génomes a permis le séquengage de 3 775 LCL dans le but de caractériser les
différents SNP du génome humain, dont 465 ont aussi été étudiés par RNA-seq

(http://www.internationalgenome.org/). L’étude des résultats de RNA-seq a permis de

montrer qu’il existait toutefois une variabilité d’expression des genes non négligeable au sein
des LCL (Mandage et al., 2017). Le nombre de copies du génome EBV par cellule est stable au
fil des passages et au sein d’'une méme lignée. Il est cependant trés différent entre LCL, avec
une variation allant de 15 a 180 copies par cellule (Mandage et al., 2017). Cette différence du
nombre de copies semble trés liée au génotype (Houldcroft et al.,, 2014) et influence
I’expression des genes viraux (Zuo et al., 2015). Notre analyse de ces 465 RNA-seq montre
néanmoins qu’il y a peu de variations pour I'expression des genes de latence, suggérant un
effet modeste du nombre de copies du génome de I'EBV sur I'expression des génes de latence.
Le taux d’expression du génome de I'EBV, composé principalement de I'expression des génes
du cycle lytique, peut varier d’un facteur 20 entre LCL (Xu et al., 2014) et semble étre d{ au
taux variable de réactivation du cycle lytique au sein des LCL. Ceci influe significativement
I’expression des résultats de RNA-seq des genes de cycles lytiqgue mais nous avons montré que
I’expression des génes de latence demeure relativement stable et pouvait tout de méme étre

analysée.

Aucune méthode n’a pour le moment été utilisée pour déterminer le taux précis de cellules
réactivant le cycle lytique dans une culture de LCL. Cela est d’autant plus difficile que certaines
cellules pourraient induire un cycle lytique abortif, ne conduisant qu’a I'activation d’un

nombre restreint de génes du cycle lytique (Al Tabaa et al., 2011).
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L’expression des génes du cycle lytique ne peut donc pas étre étudiée a partir d'un RNA-seq
de LCL. Cette technique ne nous permet pas non plus de savoir si les cellules en latence
expriment également une partie des génes de cycle lytique. Cependant I'analyse des cellules
par single-cell RNA-seq pourrait permettre de mieux caractériser I'expression des genes de

I’EBV au sein des LCL.

Un autre biais vient du fait que I'expression des génes viraux est variable au cours du temps.
L’expression de LMP-1 peut varier d’un facteur 100 entre les cellules d’une méme LCL (Lam et
al., 2004). Apres un tri des cellules exprimant peu et beaucoup LMP-1, I'expression de LMP-1
fluctue rapidement entre ces groupes pour redonner un taux d’expression intermédiaire (Lee
et Sugden, 2008 ; Brooks et al., 2009). Les études par RT-PCR quantitative au cours de cette
thése montrent que le taux de LMP-1 au sein d’une méme lignée varie au cours du temps,
bien que ces lignées soient remplacées environ toutes les 6 semaines par des lignées fraiches
provenant de tubes congelés. Ces variations ne semblent pas venir d’un biais technique car
I'analyse concomitante de deux échantillons d’'une méme lignée par RT-PCR quantitative

donne des résultats concordants.

Le Crispr serait le systeme idéal pour se passer des biais cités ci-dessus. Toutefois, la
transfection des LCL a été testée en utilisant plusieurs techniques sans succes. Bien que la
transfection et la transduction des LCL aient déja été décrites dans la littérature, ces lignées
demeurent tres difficilement transfectables et transductibles. Une des hypothéses pour
expliquer cela est que ces cellules possedent déja du matériel viral, ce qui les met en condition
d’empécher I'entrée de tout nouveau matériel viral ou plasmidique. Le Crispr pourrait étre de
nouveau testé en utilisant des techniques de transfection plus précises et plus performantes,

voire en transfectant directement la protéine Cas9 et I’ARN guide par nanoélectroportation.
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3. Perspective : implication d’ATM dans les étapes précoces de

I'infection

In vitro, le processus de transformation des lymphocytes B par EBV pour générer des LCL prend
guelques semaines. La variation de I'expression des génes viraux et cellulaires au cours de ce
processus n'a jamais été évaluée. ATM pourrait étre impliquée dans les premiéres étapes de
cette transformation, favorisant I'oncogenése EBV induite durant les phases précoces de
I'infection. Pour tester cette hypothese, des lymphocytes B de donneurs sains et de patients
atteints d’AT pourraient étre isolés et infectés in vitro par EBV. Un échantillon pourrait étre
prélevé a JO, J1, )3, )7 et J14 en vue de la réalisation d’un RNA seq. Cela permettrait de voir la
cinétique de modification de I'expression des genes cellulaires et viraux depuis I'infection a la
génération de la lignée stable. Un séquencage de ’ADN pourrait également étre réalisé avant
infection et a I'établissement de la lignée, pour vérifier si de nouvelles mutations apparaissent
suite a l'infection (Figure 25). Cette expérience n’a pas pu étre faite au cours de cette these
car les lymphocytes B a JO possedent trées peu d’ARN ; il en faudrait une trop grande quantité
pour avoir la quantité d’ARN suffisante pour un séquengage sur notre plateforme. Il serait
dans ce cas plus pertinent d’utiliser des méthodes de RNA seq ultra sensibles pour y arriver,

comme du single cell RNA seq.

Transformation
Naive B cell 1 1 ] ]

from AT patient 1’ l, l, l, LCL AT

‘ RNA sequencing ‘

Naive B cell T 1\ 1\ 1‘

from healthy I | [ I LCL WT
control

Transformation
Figure 25 : Schéma de la série de RNA-seq permettant I’étude des étapes précoces de I'infection par EBV. Des lymphocytes

B naifs de patients atteints d’AT et de donneurs sains pourront étre infectés in vitro par EBV, puis leur ARN pourra étre

séquencé a différents temps au cours de I'établissement de la LCL.
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L'utilisation de souris pour étudier I'EBV est impossible a I'état basal, en raison de la spécificité
du virus pour les cellules humaines. Il existe cependant des souris immunodéprimées
« humanisées », transplantées avec des cellules de moelle osseuse humaine apres irradiation

pour reconstituer les lignées sanguines humaines.

Les souris humanisées sont un modele puissant pour étudier les stades précoces de I'infection
par le virus EBV, I'établissement de la latence lll et la réponse du systéme immunitaire (Minz,
2015). Cependant, I'ontologie des lymphocytes B n'est pas compléete chez ces souris, avec une
absence de maturation des genes du BCR et une absence de génération de centre germinatifs,
empéchant ainsi I'étude des latences Il et I. En outre, l'infection lytique ne peut avoir lieu en
raison de I'absence de cellules épithéliales humaines. Les progrés récents ont
considérablement amélioré 'ontogenese des lymphocytes B chez ces souris par greffe de
thymus humain et pourraient ouvrir un nouveau champ pour |'étude de I'EBV. Une infection

de ces cellules par I'EBV n'a, a notre connaissance, pas encore été évaluée.
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4. Conclusion

En résumé, nous montrons que les LCL-AT ont un phénotype oncogénique et un transcriptome
compatible avec I'augmentation de l'incidence d’EBV-LPD observée chez les patients atteints
d'AT. Ces lignées ont également un défaut de traduction marqué qui ne semble pas impacter
le cycle cellulaire. L’analyse de I'expression des genes de I'EBV dans les LCL-AT ne montre pas
de dérégulation de la latence de I'EBV. Plus que le niveau d’expression en lui-méme, I'activité
des protéines de latences semble augmentée dans les LCL-AT. Les lignées LCL-AT ont
également un défaut de réponse a I'lL21, qui apparait comme étant corrélé a |’activation
basale de la cascade de signalisation médiée par I'lL21. D’autres explorations sont nécessaires

pour confirmer ces résultats.

Les études sur les mécanismes de la lymphomagénése induite par EBV chez des patients
atteints d’AT pourraient mettre en lumiére sur les voies impliquées dans le controle de
I'infection chronique a I'EBV et permettraient une meilleure compréhension de la
physiopathologie des lymphomes associés a I'EBV, méme en dehors du contexte de I'AT. Le
role suppresseur de tumeur d'ATM, est mis en évidence par les mutations somatiques ou
délétions acquises fréquentes d'ATM dans de nombreuses tumeurs malignes lymphoides. Une
meilleure compréhension de ces mécanismes pourrait permettre I'exploration de nouvelles
cibles thérapeutiques dans ces lymphomes, pour lesquels il n'existe toujours pas de
traitement efficace ciblant I'EBV, et chez les patients atteints d'AT ou les approches
thérapeutiques habituelles comportant des agents cytotoxiques sont limitées par leur toxicité

dans le cadre du défaut de la réparation de I'ADN.
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Epstein-Barr virus (EBV) is an ubiquitous herpesvirus with a tropism for epithelial cells
(where Iytic replication occurs) and B-cells (where latency is maintained). EBV persists
throughout life and chronic infection is asymptomatic in most individuals. However,
immunocompromised patients may be unable to control EBV infection and are at
increased risk of EBV-related malignancies, such as diffuse large B-cell ymphomas or
Hodgkin’s lymphomas. Ataxia telangiectasia (AT) is a primary immunodeficiency caused
by mutations in the ATM gene and associated with an increased incidence of cancers,
particularly EBV-associated lymphomas. However, the immune deficiency present in
AT patients is often too modest to explain the increased incidence of EBV-related
malignancies. The ATM defect in these patients could therefore impair the normal
regulation of EBV latency in B-cells, thus promoting lymphomagenesis. This suggests
that ATM plays a role in the normal regulation of EBV latency. ATM is a serine/threonine
kinase involved in multiple cell functions such as DNA damage repair, cell cycle regulation,
oxidative stress, and gene expression. ATM is implicated in the Iytic cycle of EBV,
where EBV uses the activation of DNA damage repair pathway to promote its own
replication. ATM regulates the latent cycle of the EBV-related herpesvirus KSHV and
MHV68. However, the contribution of ATM in the control of the latent cycle of EBV is not
yet known. A better understanding of the regulation of EBV latency could be harnessed
in the conception of novel therapeutic strategies in AT and more generally in all ATM
deficient EBV-related malignancies.

Keywords: ataxia telangiectasia, Epstein Barr virus, latency,
lymphomagenesis, hodgkin lymphoma, non-hodgkin lymphoma

B-cell, primary immune deficiency,

INTRODUCTION

Epstein-Barr virus (EBV) is a y-herpesvirus that infects 95% of adults worldwide. EBV targets
epithelial cells where lytic replication occurs, and B-cells where latent infection is established. The
distinct phases of EBV infection are carefully controlled throughout the infected host’s life, and
chronic infection in immunocompetent individuals is mostly asymptomatic (1). Control of chronic
EBYV infection in immunocompromised patients may fail, leading to lymphoproliferative disorders
as well as bona fide lymphomas (hereafter referred to as EBV-LPD) (2).

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 1

January 2019 | Volume 9 | Article 3060



Tatfi et al.

ATM Regulation of EBV Latency

Several primary immune deficiencies (PID) are associated
with poor responses to EBV and are also associated with a high
risk of EBV-LPD (3). Inherited genetic abnormalities causing PID
are often associated with poor or absent EBV-specific cytotoxic T-
cell response and studies on PID and their underlying molecular
mechanisms have led to a better understanding of immunological
and cellular processes that control herpesvirus infection.

EBV infects B-cells both in vivo and in vitro and can lead
to their immortalization. EBV latent genes drive the activation
and differentiation of B-cells (4). Deregulation of this complex
and dynamic interaction of viral gene expression and cellular
activation may lead to cell transformation.

Ataxia telangiectasia (AT) is a rare PID caused by mutations
in the ATM gene. AT patients are at increased risk of cancer,
including EBV-LPD (5). However, the extent of immune
compromise in AT is variable, and many patients have only
minor immunological alterations (6). ATM is involved in many
functions ranging from DNA repair to gene expression. Based
on the paradoxical observation that EBV-LPD frequency is
increased in ATM patients while they do not exhibit major
T-cell deficiency, we raise the hypothesis that the defect of
ATM in EBV-infected cells could play a role per se in the
control of EBV latency, favoring a latent program more prone to
lymphomagenesis. We review here the characteristics of AT and
discuss the immunological and cellular abnormalities that may
confer susceptibility to EBV-related malignancies.

CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL
FEATURES OF AT

AT is an autosomal recessive disorder caused by biallelic
mutations in the Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) gene.
Its estimated incidence is about 1/300.000 live births (7). AT
was first reported by Syllaba and Henner in 1926 (8), further
characterized by Denise Louis-Bar (9), and finally named by
Boder and Sedgwick (10).

AT is characterized by progressive neurodegeneration leading
to ataxia, oculo-cutaneous telangiectasia, variable degrees of
immune deficiency, and susceptibility to cancer. AT is clinically
heterogeneous, the classic form starts typically around 4 years
of age, most patients becoming wheelchair-bound by the age of
10. Milder forms of AT may appear later and develop slowly. AT
patients have a reduced life expectancy with a median survival of
19 to 25 years (11, 12). Mortality is mostly due to respiratory tract
infections and cancers (6).

AT patients have a variable immunodeficiency, rarely
progressive, with some patients not affected at all. Complete
loss of ATM kinase activity leads to a more severe immunologic
phenotype. B-cell and T-cell lymphopenia may be present in
~70% of AT patients (6, 13). Over 60% of patients also
have abnormal serum immunoglobulin levels, most notably a
deficiency of IgG4 (65%), IgA (63%), and IgG2 (48%) (6).

GENETIC AND MOLECULAR BASIS OF AT

The ATM gene (~160kB) was cloned in 1995 (14). Over 400
mutations of ATM have been reported, spanning all 66 exons

of the gene (Leiden Open Variation database). Most of these
mutations lead to complete loss of ATM protein expression, but
missense, and splice mutations can lead to the expression of a
protein with residual kinase activity (15).

The ATM gene encodes a 350 kDa serine/threonine kinase
belonging to the phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase
(PIKK) family (16). ATM is mostly located in the nucleus,
but ~20% are found in the cytoplasm, mainly in peroxisomes,
endosomes, and as soluble proteins (17). ATM is involved
in many cellular functions, including cell cycle checkpoint,
apoptosis, oxidative stress, mitochondrial metabolism, gene
regulation, and telomeres maintenance, but one of its major
roles is its involvement in double strand break (DSB) repair
(18). DSB can occur by endogenous processes, during replication
fork collapse, V-(D)-J recombination or class switching, and
can be induced by exogenous factors such as chemotherapy.
In the canonical pathway, ATM is partially activated few
seconds after DSB, probably after the relaxation of chromatin
adjacent to the break. The MRN complex (Mrel1/Rad50/Nbsl)
recognizes the site of DNA break and in turn recruits ATM
(Figure 1). Autophosphorylation of the ATM dimer occurs
after its association with the MRN complex and precedes the
formation of the fully active monomer forms (17).

ATM then phosphorylates H2AX, a variant of the histone
H2A family, forming yH2AX foci that serve as a scaffold
for the recruitment of DNA repair proteins such as MDCI,
53BP1, and BRCAL. Several other important partners are
phosphorylated by ATM, such as ChK2 and p53, which initiate
the downstream events of DNA repair and induce cell cycle arrest
or apoptosis if DNA repair fails (18). The repair mechanism
involves non-homologous end joining, an error-prone process
occurring in G1/S phase (19), or homologous recombination,
a faithful process in G2/M when sister chromatid is
available (20).

As a result, defective DSB repair in AT patients elicit
genomic instability that leads to B-cell and T-cell lymphopenia,
premature senescence, and cancer. ATM plays a key role
in the development of lymphocytes, allowing DSB repair
occurring during B-cell, and T-cell differentiation. However,
DSB repair may be possible via the alternative end-joining,
an error prone, and poorly understood ATM independent
pathway, which could explain the modest degree of lymphopenia
in AT patients (21). Some lymphoid malignancies, such as
mantle cell lymphoma, diffuse large B-cell lymphomas, and
Hodgkin lymphomas, are also associated with acquired ATM
mutations (22).

Patients with AT are at increased risk of cancer, especially
lymphoid malignancies (23). To estimate precisely the risk
of cancers in patients with AT, we conducted a retrospective
study of cancers of 279 AT patients from the registry of
the French National Reference Center for Primary Immune
Deficiencies (CEREDIH) (5) and found that 25% of AT
patients develop malignancies, the most common of which
were aggressive non-Hodgkin’s lymphomas (55% of all cancers),
followed by Hodgkin’s lymphoma (17%), leukemia (16%), and
various solid tumors (12%). EBV was associated with 100%
of Hodgkin’s lymphomas and 50% of B-cell non-Hodgkin’s
lymphomas.
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FIGURE 1 | ATM activation and downstream signaling in response to DSB. DSB

induces the autophosphorylation and monomerization of ATM protein. ATM becomes fully active and phosphorylates a large subset of downstream proteins including
yH2AX which serves as a scaffold for the recruitment of repair proteins, MDC1, BP53, and BRCAT1 involved in DNA repair, CHK2 involved in cell cycle arrest and p53
involved apoptosis induction. CHK2 also phosphorylates P53 to promote cell-cycle arrest or apoptosis.
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induces a rapid activation of the ATM dimer and the MRN complex, which in turn

EPSTEIN-BARR VIRUS

EBV belongs to the herpesviridae family of large enveloped
double-stranded DNA viruses, and was first identified in Burkitt’s
lymphoma in the 1960s (24). All herpeviruses have 2 distinct
phases of infection, lytic, and latent. The lytic EBV infection
occurs in oropharyngeal epithelial cells and leads to viral
replication and production of multiple virions that spread into
the underlying lymphoid tissues and infect naive B-cells (25).
In the latter, EBV enters latency, a phase during which the viral
genome is maintained as a nuclear episome, and only a few viral
genes are transcribed (26).

Expression of the latency genes is tightly controlled by cellular
and viral factors. Cellular immunity is also strongly induced
during EBV infection and contributes to the elimination of
infected cells expressing immunogenic lytic and latent antigens
(27). Analysis of viral gene expression in EBV-associated cancers
has led to a model in which EBV transitions through several
latency gene expression programs (latency III, II, I) (28).
Depending on the stage of latency, cells can express nuclear
proteins (EBNA-1,—2,—3a,—3b,—3c, and -LP), latent membrane
proteins (LMP-1,—2A, and—2B), non-coding RNAs (EBER-1
and—2), and several microRNAs (4). According to this model,
EBV uses different latency programs to exploit B cell maturations
pathways in the germinal center, leading the infected B-cell to the
long-lived memory B-cell pool (28). The viral proteins LMP1 and
LMP2 replicate the signals induced in B cells during the germinal
center reaction and cause their proliferation. LMP1 mimics the
signal of the activated CD40 (29) and induces EBV-LPD in
transgenic mice (30), and LMP2 mimics the signal of the antigen
activated B-cell receptor (31) and allow B-cell development even
in the absence of normal B-cell receptor signaling (32).

EBYV latency genes and non-coding RNAs may have oncogenic
properties or interfere with cellular activation pathways leading
to proliferation of B-cells as immunoblasts (33). Indeed, in vitro
EBV infection of naive B-cells leads to immortalized and fully
transformed lymphoblastoid cell lines in latency IIT that can
induce tumors in nude mice (34). During latency III, EBNA-
2 interacts with the target of the Notch pathway RBP-Jk (35)
and recruits co-activators, allowing the transcription of many
genes involved in proliferation including MYC (36). EBNA-
2 also promotes the transcription of all other latency genes,
including the EBNA-3 family which gradually replaces EBNA-
2 in its association with RBP-Jk (37). The EBNA-3 family
recruits co-repressors and inhibits the transcription of EBNA-
2 induced genes. Indeed, prolonged expression of MYC could
induce early senescence and be harmful to the virus (38). Infected
B-cells migrate to the germinal center and progressively lose
the expression of EBNA-2 and EBNA-3, escaping the immune
control (latency II). During their transit through the germinal
center to finally reach the memory B-cell pool, infected B-cells
further restrict the expression of latency genes to express only
EBNALI, a viral protein involved in the tethering of the viral
episome to the nuclear chromatin (latency I) (39). EBV persists
then indefinitely in memory B-cells (40). When these infected
cells differentiate into plasma cell following an encounter with
their cognate antigen, the transcription factor XBP-1 induced
during plasma cell differentiation activates the expression of
BZLF1, a viral protein sufficient to induce the lytic cycle (41).
Virions are then released into the bloodstream and can re-infect
the oropharynx epithelium to perpetuate the infectious cycle.

Occasional lytic replication occurs in the oropharynx of
healthy individuals, and evidence shows that the majority of
these cells do not complete the full lytic cycle despite BZLF1
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expression (42-44). Abortive cycles have also been described
in EBV-LPD such as Burkitt lymphomas (45), or diffuse large
B-cell lymphomas (46).Several BZLF1-induced viral genes have
anti-apoptotic or immunomodulatory properties, allowing the
Iytic cell to avoid cell-death (47). These genes are also activated
during the abortive cycle and growing evidences suggests that
these genes may contribute to lymphomagenesis. Indeed, the rate
of EBV-LPD induced by EBV infection of humanized mice is
severely reduced when BZLF1-deficient virus is used (48).

MECHANISMS UNDERLYING AT
SUSCEPTIBILITY TO EBV

AT Immune Dysfunction

Cytotoxic T-cells (CTL) play a major role in controlling the
expansion of EBV infected B-cells. Primary EBV infection in
young adults leads to infectious mononucleosis associated with
a massive CTL expansion (49). The viral EBNA-3 proteins and,
to a lesser extent, EBNA-2 induce a potent CTL response (27),
which eliminates most infected cells.

Thymic hypoplasia has been described in AT (13), and may be
the cause of the various degree of T-cell lymphopenia, especially
of the naive T-cell population (CD3+4 CD4+ CD45RA+ and
CD3+ CD8+ CD45RA+), found in these patients (50). Similarly,
TCR excision circles (TRECs) as a measure of thymic output,
can be useful for early diagnosis of AT (51). The naive T-cell
defect may also contribute to the described defect in IFNy (52)
which is important for defense against viruses and bacteria, and
immunosurveillance of cancers.

However, severe viral or opportunistic infections are not
frequent (6) and most AT patients seem to have an intact T-cell
response (53, 54). The vaccine response is also functional, with a
totally normal response for some patients and a reduced response
for others (6).

Nonetheless, AT patients have recurrent sinopulmonary
bacterial infections that seems to increase with age (55). This
could be explained by the IgA deficiency associated with an
increased risk of chronic rhinosinusitis (56), the IENy production
deficiency (52), but also by the progressive neurodegeneration;
AT patients may have mastication and swallowing difficulties
that worsen with age leading to an unintentional inhalation of
food (6, 57).

Several observations suggest that y8 T-cells play a role in the
control of viral infections. yd T-cells represent 1-10% of the
total T-cells and recognize a distinct range of antigenic targets
(58). Infusion of pamidronate (known to activate y3 T-cells) in
humanized mice significantly reduced EBV-LPD. AT patients
seem to have an increase in the y8 T-cell population (59).

A humoral response is also generated but plays a limited role
in the control of EBV infection (60). The NK-cells response is
also important in the control of primary infection (61) but the
number of NK-cells and their function in AT patients seems
normal (62), despite an expansion of the CD56 bright population
(CD3- CD16+ CD56+). This population is important for
cytokines production but is not sufficient to overcome the IFNy
production defect (52). In summary, these immunological defects

in AT patients do not seem sufficient to explain the increased
incidence of EBV-LPD.

Some studies have also suggested a role for invariant NK-T
cells (iNKT) in EBV control. These cells are restricted by CD1d, a
class I MHC-like molecule exposing lipid antigens. Patients with
mutations in SH2DIA (encoding SAP) or in BIRC4 (encoding
XIAP) have little or no iNKT and are very sensitive to EBV.
However, these mutations also affect normal T-cells function,
making it unclear if the iNKT defect is responsible for the disease
(63, 64). Infused iNKT in immunodeficient mice injected with
EBV transformed cells show reduced tumor formation (65).
Similarly, a study on EBV-infected peripheral blood mononuclear
cells in vitro showed higher transformation efficiency when iNKT
were previously depleted (66). There has been to date no full
exploration of iNKT levels in AT patients, but a small study of 3
patients suggests that AT patients do have iNKT deficiency (67).

While most PID patients with EBV sensitivity have an
anti-EBV CTL defect, other PID patients have a specific EBV
sensitivity by other mechanisms, such as XMEN (mutations in
MAGT1I) (68), or patients with mutations in CTPS1I (69). MAGT1
allows a TCR-induced influx of magnesium that activates T-cells
(70) and CTPS1 allows CTP synthesis involved in nucleic acids
anabolism (69). T-cells from these patients can respond to a
standard stimulation of the immune system, but the ability of
their T-cells to cope with the overwhelming proliferative stress
induced by EBV infection is severely impaired, leading to an EBV
specific immune deficiency.

Evidence for a Role of ATM During EBV

Infection

As mentioned above there is evidence pointing to an abnormal
control of EBV infection in AT patients without unequivocal
evidence for an associated cellular immune defect leading to
EBV-LPD. In the face of this apparent paradox, a cell intrinsic
defect leading to impaired control of EBV latency in B-cells
from AT patients, thereby promoting the oncogenic properties of
the virus, may be hypothesized. There is indeed some evidence
demonstrating the implication of ATM in the lytic and latent
cycle of EBV as discussed below.

During the Lytic Cycle
ATM operates in the regulation of the lytic cycle of many
viruses including EBV. During this cycle, viral replication
generates a large amount of double-stranded linear DNA in
the nucleus that are recognized as double strand breaks and
thus activate the repair machinery (71). ATM and the MRN
complex have been shown to bind the viral genome and recruit
other proteins such as RPA, RAD51, and RAD52 that promote
replication of the virus. Recent studies have reported inhibition
of viral replication after pharmacological inhibition of ATM
(72). BGLF4, one of the first viral proteins expressed during
the lytic cycle, directly phosphorylates ATM, and H2AX (73).
BGLF4 also phosphorylates and activates TIP60 (74), a histone
acetyltransferase, which in turn activates ATM (75) (Figure 2A).
During lytic replication, ATM activation allows the
phosphorylation of P53 and SP1, a transcription factor involved
in DNA repair (76). SP1 plays a role in the formation of the
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FIGURE 2 | Role Of Atm In Ebv Life Cycle Regulation (A) The central role of ATM in the replication compartment of EBV. In the lytic cycle, DNA damage response
proteins such as yH2AX, the MRN complex, ATM, SP1, RPA, RAD51, and RAD52 bind the viral genome and promote replication of the virus. Viral proteins are shown
in red. BGLF4 phosphorylates H2AX, ATM, and TIP60 which acetylate ATM to promote this replication. ATM phosphorylates and activates Sp1 which is necessary to
the formation of the replication compartment comprising a large complex of six core viral replication proteins (BSLF1, BALF2, BBLF2/3, BALF5, BMRF1, and BBLF4).
ATM phosphorylates and activates P53, which is inhibited and driven by BZLF1 to the replication compartment. BZLF1 is a major transactivator of the lytic genes
promoter OryLyt. P53 binds to Sp1 and promote the activation of OryLyt. P53 is regulated by proteasomal degradation and can induce apoptosis, but BHRF1 inhibits
a panel of pro-apoptotic proteins. (B) ATM is regulated by EBV during latency. In the latent cycle, LMP1 downregulates ATM, and upregulates Bmi-1 which also
(Continued)
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FIGURE 2 | downregulates ATM. On the other hand, LMP1 activates the NFkB pathway which activates ATM. EBNA-1 upregulates NOX2, which generates reactive
oxygen species (ROS) that could activate ATM. Once activated, ATM activates CHK2 which promotes cell cycle arrest. However, EBNA-3C and EBNA-3A inhibit many
proteins involved in cell cycle control. (C) Potential involvement of ATM in the regulation of EBV latency. ATM could be involv ed in inhibiting the expression of certain
viral oncogenes, such as the main viral oncogene LMP1. ATM could also favor the progressive restriction of EBV latency, from type Ill latency to type I. In type Il
latency, EBNA-2 interacts with the target of the Notch pathway RBP-JK, recruits coactivators and induces the transcription of pro-proliferative genes like Myc. In type
Il latency, EBNA-3 replaces EBNA-2, and recruits co-repressors, thus preventing prolonged expression of MYC. In type | latency, RBP-JK is associated with
corepressors and only EBNA-1 remains expressed, which allows the attachment of EBV episome on cellular chromosomes.

nuclear replication compartment of the virus (72) where a high
level of P53 is found. SP1 and P53 form a complex which binds
and activates BZLF1 promoter (71), the major viral transactivator
of the EBV lytic genes. Other repair proteins present in these
compartments such as RPA, RAD51, and RAD52 also appear to
be involved in the induction of BZLF1 because their knockdown
greatly reduces viral replication (77). In addition, the activity
of CyclinA/CDK2 and cyclinE/CDK2 complexes appears
enhanced in this context, leading to a prolonged pseudo-S phase
environment that promotes replication of the viral DNA (71).

EBV uses ATM activation to facilitate its own replication. But
long-lasting activated ATM may promote P53 accumulation and
apoptosis induction. During the lytic cycle, the level of P53 is
constant despite recurrent activation of the DNA repair pathway,
and appears to be regulated by proteasomal degradation (71). In
addition, BZLF1 associates with P53, inhibits its transactivating
activity and drives it to the EBV replication compartment (71),
which greatly limits the ability of P53 to activate pro-apoptotic
genes. Even in that case, BHRFI, a viral analog of the BCL-2
protein expressed early during the lytic cycle, inhibits a large
panel of pro-apoptotic proteins such as BIM, BID, BAK, or
PUMA (78).

During Latency

ATM is also involved in the early steps of EBV latency
establishment where it plays a tumor suppressor role. In vitro,
the early hyperproliferation period of infected B cells is associated
with ATM activation, leading to the death of the majority of cells
(79). A total of about 3% of infected B-cells survive and become
indefinitely proliferating lymphoblasts (80). Some EBV latency
proteins have been shown to interact with ATM as well as with
other DNA damage related proteins, but the overall implication
of ATM in the latent cycle remains to be explored.

LMP1 upregulate BMI-1 in Hodgkin’s lymphomas, a
Polycomb related protein, and both proteins combine their
effects to downregulate ATM expression (81). Similarly, EBV
infection of the EBV negative BJAB line showed a defective
DNA damage response (82). In addition, biopsies of patients
with EBV-positive nasopharyngeal carcinoma (NPC) revealed
downregulation of ATM protein levels (83). On the other hand,
it has been reported that LMP1 positively regulates ATM in
NPC by activating NF-kB pathway (84). This divergence in the
effect of LMP1 on ATM expression is unclear and may be due
to different LMP1 expression levels or to the use of different cell
line types (Figure 2B).

EBNA1 upregulates the catalytic subunit of Nox2 in
the NADPH oxidase complex, inducing the production of
reactive oxygen species that could activate ATM (82). The

EBV-infected BJAB cells expressing EBNA1 also show more
chromosomal aberrations (82). EBNA3C, a viral protein essential
for transformation, has been shown to attenuate DNA damage
response pathways in the early steps of transformation. It also
inhibits the activity of many proteins involved in cell cycle
control, such as P14, P16, P27, CHK2, P53, BUBRI1 (85-90).
EBNA3A appears to collaborate with EBNA3C in the inhibition
of P14 and P16 (85).

There is also evidence pointing to a role of ATM in
the regulation of latency of Kaposi’s sarcoma associated
herpesvirus (KSHV) and Murine y-herpesvirus 68 (MHV68),
two herpesviruses closely related to EBV. During KSHV latency,
there is a steady phosphorylation of a small amount of ATM
and YH2AX, which play a role in LANA-1 transactivation, the
major latency protein (91). During MHV68 latency, ATM plays
a role in the transactivation of the LANA-1 analog protein
ORF?73. Inactivation of ATM significantly reduces the expression
of LANA-1 (91) and ORF73 (92), respectively, demonstrating the
importance of ATM in the control of KSHV and MHV68 latency.

DISCUSSION

The increased incidence of malignancies in AT has primarily
been linked to the genetic instability caused by DNA repair
abnormalities. The high rate of association of B-cell malignancies
with EBV may be interpreted as the consequence of AT associated
immunodeficiency. Most patients however do not present
opportunistic infections, indicating the absence of profound
cellular immune deficiency. Although data are scarce, AT patients
appear to have iNKT deficiency which may participate to the lack
of control of viral infections. The contribution of iNKT deficiency
in the propensity of AT patients to develop EBV-LPD requires
further study.

Beside immune deficiency, ATM could also contribute to
AT-associated EBV-related lymphoid malignancies by interfering
with the B-cell intrinsic regulation of EBV persistence. ATM is
known to play a role during the lytic cycle of EBV by creating
the replication compartment of the virus and by promoting
its replication. During latency, several viral proteins appear to
interfere with ATM expression or with its downstream signaling.
However, the effect of ATM on the regulation of viral latency is
not yet known. The fact that ATM plays a role in the regulation
of latency proteins of EBV-related herpesvirus, such as KSHV or
MHV68, suggests that ATM may also be involved in the control
of EBV latency.

Recent studies have shown an involvement of ATM in the
inhibition of gene expression. Indeed, ATM activation in the
vicinity of the DSB promotes the ubiquitination of nearby
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H2A histones. This prevents the progress of polymerase II and
thus inhibits the transcription of nearby genes (93). In the
case of DSB within the nucleolus, ATM allows the blocking of
polymerase I and its release of the nucleolus (94). ATM could
conceptually also inhibit the transcription of some viral genes,
such as the main EBV oncogene LMP1. ATM deficiency in AT
patients could therefore release this inhibition, contributing to
lymphomagenesis (Figure 2C). ATM could also participate in
the restriction of EBV latency by promoting the transition from
type III to type II latency and/or from type II to type I latency.
The large number of EBV-associated Hodgkin’s lymphomas,
described as being derived from type II-latency-infected B-cells
(95), suggests that the restriction of latency may not efficiently
occur in AT patients.

Humanized mice are a potent model to study the early
stages of EBV infection, establishment of latency III, and the
immune system response (96). However, B-cell ontology is not
complete in these mice, with little germinal center reactions
or BCR maturation, impeding the study of latency II and L.
Moreover, lytic infection cannot take place because of the absence
of human epithelial cells. Recent advances have greatly improved
the ontogeny of B-cells in these mice (97) and could open a new
field for EBV study. An infection of these cells by EBV has, to our
knowledge, not been yet assessed.
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Résumé : Le virus Epstein-Barr (EBV) est un
herpesvirus qui infecte environ 95% des adultes
dans le monde. La plupart des génes codés par le
virus sont exprimés au cours du cycle lytique, qui
se déroule dans I’épithélium oropharyngé, et
contribuent a la production de particules virales.
En revanche, seul un répertoire restreint de génes
est exprimé pendant la latence, qui s’établit dans
les lymphocytes B des tissus lymphoides sous-
jacents, permettant une persistance du virus dans
I'organisme. Les différentes phases de l'infection
a EBV sont soigneusement controlées tout au
long de la vie de I'hote infecté, et l'infection
chronique chez les individus immunocompétents
est généralement asymptomatique. Cependant,
un contréle inefficace de la latence virale peut
contribuer au développement de tumeurs
malignes telles que le lymphome de Burkitt, le
lymphome Hodgkinien et le carcinome du
nasopharynx.

Plusieurs déficits immunitaires primitifs (DIP)
s’accompagnent d’une réponse anormale contre
I’EBV et constituent des facteurs de risque de
tumeurs associées a I’EBV. L’Ataxie
Telangiectasie (AT) est un DIP rare causé par
une mutation biallélique du géne Ataxia
Telangiectasia Mutated (ATM), impliqué dans la
réparation des cassures double-brins de I’ADN.
Les patients atteints d’AT ont un risque accru de
cancers constitués principalement de tumeurs
malignes lymphoides B induites par EBV.
L'hypothése prédominante pour expliquer cette
augmentation d'incidence est basée sur le role de
la protéine ATM dans la réparation de I’ADN.
Cependant, la forte association des lymphomes
avec I’EBV suggére également un role
oncogénique du virus. Les patients atteints d’AT
présentent rarement une immunodéficience
profonde et la plupart des patients ne présentent
pas d'infections opportunistes.

Cela souléve I'hypothése que le défaut de
fonction d’ATM chez les patients atteints d’AT
pourrait étre associ¢é a un contréle moins
stringent de la latence de I'EBV dans les
lymphocytes B, favorisant ainsi les propriétés

oncogéniques du virus. Outre la réparation de
I'ADN, ATM intervient également dans une
multitude de voies de signalisation telles que le
controle du cycle cellulaire, l'apoptose, le
métabolisme mitochondrial et I’homéostasie des
télomeéres. De plus, ATM est impliqué dans
l'inhibition de la transcription au voisinage d'une
cassure double brin, que ce soit dans 'ADN
nucléaire ou ribosomal. Par ses multiples
fonctions, ATM intervient dans le contréle de la
latence du virus du sarcome de Kaposi (KSHV)
et du y-herpesvirus murin 68 (MHV68), tous
deux analogues a I’EBV.

Pour évaluer I'implication d’ATM dans la
régulation du cycle latent d’EBV, nous avons
séquencé I’ARN de lignées lymphoblastoides
issues de patients atteints d’AT (LCL-AT) et de
donneurs sains (LCL-WT), pour explorer les
profils d’expression spécifiques a la fois au
génome cellulaire et viral. Nous montrons que
les LCL-AT présentent un profil d'expression
compatible avec l'incidence accrue de tumeurs
malignes chez les patients atteints d’AT,
notamment par la surexpression d’oncogenes et
I’inhibition d’expression de suppresseurs de
tumeurs. Nos données suggérent également un
défaut ribosomal conduisant a une inhibition de
la traduction dans les LCL-AT. Ces
modifications semblent impacter les intéractions
avec certains geénes de latences de I’EBV,
comme EBNA-3A, EBNA-3C et LMPI1, ce qui
pourrait favoriser le potentiel oncogénique du
virus. Certaines voies dérégulées découvertes par
cette approche devront étre explorées plus en
profondeur afin de mieux comprendre les
mécanismes intrinséques a la cellule, impliqués
dans la régulation de la latence et la
lymphomagénése de I'EBV. L'élucidation de ces
voies pourrait contribuer a la mise au point de
nouvelles approches pour traiter ou prévenir les
lymphoproliférations associées a I'EBV chez les
patients atteints d’AT, ou la chimiothérapie
conventionnelle est trés toxique en raison du
défaut de réparation de I’ADN, mais aussi dans
la population générale.
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Abstract : Epstein-Barr virus (EBV) is a herpes
virus that infects about 95% of adults
worldwide. Most genes encoded by the virus are
expressed during the lytic cycle, which occurs in
the oropharyngeal epithelium, and contribute to
the production of viral particles. On the other
hand, only a restricted repertoire of genes is
expressed during latency, which is established in
B-cells of wunderlying lymphoid tissues,
allowing persistence of the virus in the body.
The different phases of EBV infection are
carefully controlled throughout life of the
infected host, and chronic infection in
immunocompetent individuals is usually
asymptomatic. However, ineffective control of
viral latency contributes to the development of
malignancies such as Burkitt's lymphoma,
Hodgkin's lymphoma, and nasopharyngeal
carcinoma.

Several primary immunodeficiencies (PIDs) are
associated with a poor EBV response and are at
increased risk for EBV-related malignancies.
Ataxia Telangiectasia (AT) is a rare PID caused
by a biallelic mutation in the Ataxia
Telangiectasia Mutated (ATM) gene, involved
in DNA double-strand breaks repair. Patients
with AT have an increased risk of cancers
consisting mainly of EBV-induced B-cells
lymphoid malignancies. The predominant
hypothesis for this increased incidence is based
on the role of the ATM protein in DNA repair.
However, the strong association of lymphomas
with EBV also suggests an oncogenic role of the
virus. Overt immunodeficiency are uncommon
in patients with AT and most patients do not
have opportunistic infections.

This raises the hypothesis that the lack of ATM
function in AT patients may be associated with
a less stringent control of EBV latency in B-
cells, thus promoting the oncogenic properties

of the virus. In addition to DNA repair, ATM is
also involved in a multitude of signaling
pathways such as cell-cycle control, apoptosis,
mitochondrial metabolism, and telomere
homeostasis. In addition, ATM is involved in
the inhibition of transcription in the vicinity of a
double-strand break, whether in nuclear or
ribosomal DNA. By its multiple functions,
ATM intervenes in controlling the latency of
Kaposi's sarcoma virus (KSHV) and murine y-
herpesvirus 68 (MHV68), both related to EBV.

To evaluate the involvement of ATM in the
regulation of EBV latent cycle, we performed
RNA-seq of lymphoblastoid cell lines from
patients with AT (LCL-AT) and healthy donors
(LCL-WT), to explore the specific expression
patterns of both the cellular and viral genomes.
We show that LCL-AT exhibit an expression
pattern consistent with the increased incidence
of malignancies in AT patients, including
overexpression of oncogenes and inhibition of
tumor suppressor. Our data also suggest a
ribosomal defect leading to inhibition of
translation in LCL-AT. These modifications
appear to impact the interactions with certain
EBYV latency genes, such as EBNA-3A, EBNA-
3C and LMP1, which could favor the oncogenic
potential of the wvirus. Several deregulated
pathways uncovered by this approach need to be
further explored to better understand the cell
intrinsic mechanisms involved in the regulation
of EBV latency and lymphomagenesis.
Elucidation of these pathways could contribute
to the development of new approaches to treat or
prevent EBV-associated lymphoproliferation in
AT patients, where conventional chemotherapy
is very toxic because of lacking DNA repair, but
also in the general population.
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