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Résumé

Le génome des mammiferes contient plusieurs dizaines de génes MAGE. Ces génes ont été
classés en deux grandes catégories sur base de leur profil d’expression. Les génes MAGE de
type I sont exprimés dans une portion variable de tumeurs de divers types histologiques ainsi
que dans les testicules et parfois dans les ovaires et le placenta, mais sont complétement
silencieux dans tous les autres tissus adultes. Leur expression peut conduire a I’apparition de
peptides antigéniques présentés a la surface des cellules tumorales par les molécules HLA et
reconnus par des lymphocytes T cytolytiques. Les génes MAGE de type 11 sont exprimés dans
de nombreux tissus somatiques normaux au cours du développement et chez I’adulte.
L’expression dans les tumeurs du géne de type | MAGEAL1 est causée par des événements de
déméthylation du génome qui se produisent au cours du processus de transformation
tumorale. L expression de MAGEA 1 dans les tumeurs pourrait n’étre qu’un épiphénomene,
mais elle pourrait aussi contribuer au processus de transformation. Une fagon de tester cette
hypothése est de créer une souris transgénique exprimant MAGEAI et d’évaluer le
développement de tumeurs chez ces animaux. Ce travail s’inscrit dans un projet de
développement d’une lignée de souris exprimant MAGEAI de maniére conditionnelle. Le
croisement de cette lignée avec différentes lignées de souris transgéniques Cre devrait
permettre 1’expression de MAGEA 1 dans divers tissus dans lesquels nous observerons le
développement éventuel de tumeurs. Indépendamment de cette hypothése, le modele que nous
développons permettra d’évaluer in vivo les conséquences de I’expression de MAGEA dont
la fonction est toujours mal définie. Au cours de ce travail, nous avons créé un vecteur
d’expression conditionnelle de MAGEA activable par le systéme Cre/lox et avons introduit
ce vecteur dans des cellules souches embryonnaires.
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I. La famille des génes MAGE

I.1. Découverte des géenes MAGE

[.1.1. MAGEAT1, un géne codant un antigéne spécifique de tumeurs
humaines

En1957, il est montré que les cellules de nombreuses tumeurs, induites in vitro par
des carcinogénes chimiques ou physiques, portent en surface des antigénes capables de
provoquer une réponse de rejet. En 1991, la saga des génes MAGE débutait. A cette époque,
les recherches, développées par I’équipe du professeur Thierry Boon de I’Institut Ludwig de
Bruxelles, s’inscrivent dans le cadre de I’immunothérapie anti-cancéreuse. Ils établissent une
méthode permettant d’identifier des geénes spécifiant des antigénes tumoraux en se basant sur
la reconnaissance spécifique des tumeurs par les CTLs (Lymphocytes T cytolytiques). La
présence d’antigénes spécifiques a la surface de tumeurs humaines est aujourd’hui établie
grace a leur reconnaissance par des clones de lymphocytes T cytolytiques (CTL). Afin
d’isoler de tels lymphocytes, les cellule de la lignée de mélanome MZ2-MEL du patient MZ2
furent cultivées en présence de lymphocytes du sang de ce patient. L’interaction entre le
récepteur (TCR) des lymphocytes et I’antigéne présenté par la cellule cible tumorale stimulait
la prolifération des CTLs. De cette manicre, le taux de lymphocytes T dirigés de maniére
spécifique contre les antigénes présentés en surface des cellules, MZ2-MEL s’enrichit
considérablement dans la culture mixte tumeur/lymphocytes. Lorsqu’un clone CTL donné est
mis en présence de cellules MZ2-MEL, la quasi-totalité¢ des cellules MZ2-MEL sont lysées.
Toutefois, une faible fraction survit et prolifére. Cette « immunosélection » permet d’isoler
des variants de perte de 1’antigéne. Ces variants sont toujours reconnu par d’autres clones
CTL ce qui démontre 1’existence de plusieurs antigénes indépendants a la surface des cellules
MZ2-MEL. Parmi ceux-ci figure 1’antigéne MZ2-E (Van den Eynde et al., 1989). Une
bibliothéque génomique contenant I’ADN des cellules MZ2-MEL fut alors construite dans le
but de cloner le géne codant 1’antigéne MZ2-E. Le variant de perte MZ2-MEL2.2 fut
transformé par transfection d’ADN de cette bibliothéque et les transfectants furent incubés en
présence du clone CTL anti-MZ2-E. Les transfectants exprimant 1’antigéne MZ2-E ont pu
étre identifiés grace a leur capacité d’activer le clone CTL anti-MZ2-E. Le géne codant pour
I’antigéne MZ2-E fut ainsi identifié. Ce géne, qui ne présentait aucune homologie avec les
séquences contenues dans les banques de données publiques de 1’époque, fut alors baptisé
MAGEAI pour Mélanoma AntiGEne (Van der Bruggen et al., 1991).

[.1.2. Définition moléculaire de I’antigene MZ2-E

Les antigeénes reconnus par les lymphocytes T cytolytiques, sont des peptides environ
10 acides aminés formés suite a la dégradation de protéines cytoplasmiques par le protéasome
(Figure 1). Ces peptides sont présentés a la surface des cellules par les domaines
extracellulaires du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (MHC-I). (Rotzschke et
al., 1990). Des transporteurs TAP conduisent ces peptides vers le réticulum endoplasmique ou
ils s’associent aux complexes MHC-I formés par une molécule HLA de type [ et la -2
microglobuline. Ce complexe est alors transporté a la surface de la cellule ou il pourra étre
reconnu par le récepteur TCR d’un CTL. La présentation de ces peptides en surface ne
déclenche normalement pas de réponse aux peptides du « soi ». Par contre, si la cellule est
infectée par un virus, des peptides viraux pourront étre reconnus par des CTL. De la méme



maniére, une réponse immunitaire peut étre déclenchée si une cellule cancéreuse exprime une
protéine qui n’est pas présente dans les tissus normaux. L’antigéne MZ2-E est un peptide de 9
acides aminés de la protéine MAGEA1 qui est présenté par les molécules HLA-A1
(Traversari et al., 1992 ).

Figure 1 : Mécanisme de présentation d'un antigéne a un lymphocyte T cytolytique par le complexe majeur
d'histocompatibilité de classe I (d’apres la thése de Mathieu Bertrand)

MAGEAT1 est silencieux dans les tissus adultes normaux, a I’exception des cellules de la
lignée germinale male. Il est cependant exprimé dans une fraction variable de tumeurs de
différents types histologiques. Son expression dans les tumeurs peut conduire a 1’apparition de
peptides antigéniques présentés par les molécules HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe
I a la surface des cellules et reconnus par les lymphocytes T cytolytiques (Figure 2).

tumor cell ' somatic cell male germ cell

peptide
— v §‘—>V

Figure 2 : Représentation schématique de 1’expression du géne MAGEAL et de I’antigéne correspondant dans
les cellules tumorales, somatiques et de la lignée germinale male (d’aprés le mémoire de Vanessa Hérion,, 2004).

Comme les cellules de la lignée germinale male n’expriment pas les molécules HLA,
les peptides ne sont pas présentés et les antigénes MAGE sont bien spécifiques des tumeurs.
Ils sont donc particuliérement intéressants pour 1’immunothérapie anti-cancéreuse : un
vaccination contre ces antigénes pourrait déclencher une réaction immunitaire aboutissant a
I’¢élimination des cellules tumorales.



I.2. Classification des génes MAGE

Le criblage de bibliothéques d’ADN génomique et d’ADNc avec une sonde MAGEA
a montré que MAGEAI appartient a une grande famille de génes. Depuis ’identification du
premier géne MAGE, la famille des génes MAGE s’est largement étendue, et grace au
séquencage complet des génomes humains et de souris, 55 génes MAGE humains et 30 génes
Mage murins ont été identifiés. Ces geénes sont classés en sous-familles sur base de leur
localisation chromosomique et de leur similarité de séquence. On compte 13 sous-familles de
génes MAGE chez I’homme et 9 chez la souris (Chomez et al., 2001). Les protéines de la
famille MAGE partagent toutes une région d’environ 200 acides aminés appelée « MAGE
homology domain » (MHD). Il est localisé¢ a I’extrémité COOH-terminale des protéines
excepté dans les protéines MAGED ou il occupe une position plus centrale (Figure 3). Ce
domaine est la seule région d’homologie présente chez tous les membres de la famille, le reste
de la séquence protéique variant largement d’une sous-famille a I’autre. La séquence en
acides aminés des protéines MAGE ne contient aucune signature particuliére évocatrice quant
a la fonction de ces protéines.

MAGE-A1
MAGE-A2
MAGE-A3
MAGE-A4
MAGE-AS
MAGE-A6
MAGE-A8
MAGE-A9
MAGE-A10
MAGE-A11
MAGE-A12

MAGE-B1
MAGE-B2
MAGE-B3
MAGE-B4
MAGE-B5
MAGE-B6

MAGE-C1
MAGE-C2
MAGE-C3
MAGE-C4
MAGE-D1
MAGE-D2 —————eeeee e e
MAGE-D3
MAGE-D4
MAGE-E1
MAGE-G1
MAGE-K1
MAGE-L2

Necdin e —————— |

Figure 3 : Les protéines de la famille des génes MAGE partagent une région d’homologie appelée « MAGE
homology domain » (en noir)

Chez les mammifgres, les génes MAGE sont classés en deux catégories sur base de
leur profil d’expression : les génes MAGE de type I et de type II (Chomez et al., 2001).

[.2.1. Les genes MAGE de type |

Cette premicre catégorie comporte la majorité des génes MAGE. Parmi ceux-ci, les
genes MAGEA, B et C. Les génes MAGEA sont au nombre de 15 chez I'homme et de 9 chez la
souris. Dix-sept génes MAGEB ont été identifiés chez I’homme et 10 chez la souris, tandis
que la sous-famille MAGEC comporte 7 membres chez [’humain mais n’existe pas chez la
souris (Chomez et al., 2001). Les génes MAGE de type I sont organisés en « chapelets » sur
les chromosomes. Chez I’homme, ils sont localisés sur le chromosome X dans les régions p21
(MAGERB) ,q26-27 (MAGEC) et q28 (MAGEA) (Figure 4).
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Figure 4 : Localisation chromosomique des sous-familles de génes MAGE humains
(Chomez et al., 2001).

Les genes de type I sont exprimés dans une portion variable de tumeurs de divers
types histologiques ainsi que dans les testicules et parfois dans les ovaires et le placenta, mais
restent silencieux dans tous les autres tissus adultes (Chomez et al., 2001). Certains de ces
genes (comme MAGEAI, MAGEA3, MAGEA4, MAGEC?2) codent pour des protéines qui,
lorsqu’elles sont dégradées, générent des peptides antigéniques présentés par les molécules
HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe I a la surface des cellules et reconnus par les
lymphocytes T cytolytiques (Van der Bruggen et al., 2002). Des essais cliniques a petite
échelle montrent que I’immunisation de patients porteurs de mélanomes avec un peptide
antigénique encod¢ par le gene MAGEA3 entraine une régression tumorale chez 10 a 20% des
patients. (Marchand et al., 1999 ; Thurner et al., 1999). La fonction antigénique des protéines
MAGE de type I reste inconnue.

Les testicules constituent les seuls organes adultes normaux ou la majorité des genes
MAGE de type I sont exprimés. Il a ét¢ démontré par hybridation in situ que les génes Magea
et b sont exprimés dans les cellules germinales male. Les spermatogonies, qui sont les cellules
préméiotiques, expriment plusieurs génes Magea tandis que les spermatides (cellules
haploides qui se différencient en spermatozoides) expriment les génes Magebl, b2 et b3. 11y a
donc une régulation de I’expression des génes Magea et b lors de la spermatogenése. Les
cellules somatiques du testicule (cellules de Leydig et de Sertoli) n’expriment pas les génes
Mage (Clotman et al., 2000, résultats non publiés du laboratoire).

Seul le dernier exon des génes MAGE de type I est codant (Figure 5).
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Figure 5 : Structure génomique des génes Magea et Mageb de souris. Les exons sont représentés par des boites.
Les traits noirs épais représentent les grilles de lecture. Le géne Mageb3 est un variant rétroposé du geéne
Mageb?2.

Les génes MAGE de type 1| sont caractérisés par une évolution rapide rendant
impossible 1’établissement de relations d’orthologie entre les génes humains et murins.

L2.1.1. Les génes MAGEA

Chez ’homme, la sous-famille des génes MAGEA contient 15 génes. La localisation
subcellulaire des protéines MAGEA semble varier d’un membre a 1’autre de la famille.
MAGEAT1 et MAGEA3 sont localisées dans le cytosol des cellules de mélanomes. MAGEA1
et MAGEA4 ont été détectés dans le cytoplasme et le noyau des spermatogonies (Takahashi
et al., 1995). MAGEA10 et MAGEAT11 sont localisés de maniere prédominante dans le noyau
des cellules tumorales (Rimoldi et al., 1999, Jurk et al., 1998).

1.2.1.1.1. MAGEA1
1) Contréle transcriptionnel du géne MAGEAI

Chez les mammifeéres, les cytosines dans les séquences CpG peuvent étre méthylées.
Cette modification de ’ADN contribue a rendre des genes silencieux en prévenant la liaison
de facteurs de transcription activateurs et en attirant des complexes répresseurs qui induisent
la formation de structures inactivant la chromatine (Bird, 2002). Le role répresseur de la
méthylation de I’ADN a été clairement démontré dans des processus tels que 1’inactivation du
X dans les cellules somatiques femelles et le silencage mono allélique de génes subissant
I’empreinte parentale (Ferguson-Smith et al., 2001 ; Riggs et al., 1992). L’établissement et la
maintenance de profils de méthylation spécifiques du génome sont essentiels pour
I’expression appropri¢e de geénes dans différents types cellulaires. Des profils de méthylation
de I’ADN spécifiques semblent étre établis durant le développement embryonnaire par un
processus qui implique une phase précoce de déméthylation suivie par une méthylation de
novo (Kafri et al., 1992 ; Monk et al. 1987). Les mécanismes dirigeant la méthylation restent
encore peu connus. Le statut non méthylé de certaines régions a été attribué a leur association
avec des promoteurs actifs (Macleod et al., 1998). Les modeéles de méthylation qui sont établis
dans I’embryon sont généralement maintenus dans les cellules somatiques adultes
différenciées, qui montrent des petits changements de méthylation.



Les profils de méthylation du génome sont souvent modifiés dans les cellules
cancéreuses. Ces modifications incluent des méthylations de novo localisées et des
déméthylations globale du génome. La méthylation de novo liée au cancer semble contribuer
au processus de transformation et de progression tumorale par la répression de I’expression de
geénes suppresseur de tumeurs (Baylin et al., 1998). Dans les cellules cancéreuses,
I’hypométhylation de I’ADN affecte la majorité du génome, incluant les séquences répétitives
et en simple copie. Il a été proposé que I’hypométhylation des cellules cancéreuses contribuait
a la progression tumorale en induisant ’instabilité du génome via la déméthylation de
transposons et de répétitions péricentriques. Récemment, différentes recherches ont montré
que I’hypométhylation dans les tumeurs cause ’activation de génes multiples, incluant les
genes MAGE, qui sont silencieux dans les tissus normaux.

Des expériences de transfection transitoire ont indiqué que les cellules qui
n’exprimaient pas le géne MAGEAI contenaient néanmoins des facteurs de transcription Ets
et Spl capables d’induire ’activité du promoteur de MAGEAI (Figure 6) (De Smet et al.,
1995). Cela impliquait que 1’absence de transcription requiert un mécanisme de répression
pour empécher 1’activation par ces facteurs de transcription ubiquitaires. Il a été observé que
MAGEAI posséde un promoteur riche en CpG, qui, contrairement aux promoteurs riches en
CpG classiques, est méthylé dans tous les tissus somatiques normaux. Le geéne, qui se situe
sur le chromosome X, est méthylé non seulement sur le chromosome X inactif, mais aussi sur
le chromosome X actif. Par contre, la région promotrice de MAGEAI est entiérement non
méthylée dans les cellules germinales du testicule et dans les cellules tumorales qui expriment
le géne (De Smet et al.,, 1999). Un traitement avec 1’agent déméthylant 5-aza-2’-
deoxycytidine active I’expression du géne MAGEAI dans les cellules tumorales mais aussi
dans les cellules normales n’exprimant normalement pas ce géne (De Smet et al., 1996). Ce
phénomene est aussi observé pour d’autres geénes spécifiques des tumeurs tels que GAGE,
BAGE, PIA qui présentent le méme profil d’expression que les génes MAGE. (De Backer et al
1999).
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Figure 6 : Contenu en CpG du promoteur de MAGEA1. La position des dinucléotides CpG est indiquée par les
barres verticales. Les sites de liaisons A (Spl), B’ et B (Ets) sont indiqués au niveau du promoteur. L’exon est
représenté en noir.

Ces observations montrent que la méthylation de I’ADN est une cause essentielle de la
répression de MAGEAI dans les cellules somatiques. Aprés avoir ét¢ déméthylé et induit,
MAGEAI échapperait a la méthylation de novo grace a 1’activité de son promoteur.

2) MAGEAI interagit avec I’adaptateur SKIP et I’histone déacétylase
HDACI pour réprimer la transcription.

Le systétme double-hybride dans la levure a permis d’identifier une interaction
physique entre MAGEAT et SKIP (Ski Interacting Protein). SKIP est une protéine adaptatrice
intervenant dans la régulation de la transcription. Elle est impliquée dans la transduction du
signal de Notchl, un récepteur transmembranaire capital pour les communications
intercellulaires et pour les décisions concernant le destin cellulaire durant le développement.
La liaison d’un ligand a Notchl induit un clivage protéolytique intramembranaire qui libére le
domaine intracellulaire du récepteur Notch1-IC. Celui-ci entre alors dans le noyau et régule



I’expression de différents génes. Une des protéines liant I’ADN qui interagit avec Notch1-IC
est CBF1 (C-promoter binding factor 1). En I’absence de Notchl-IC, CBF1 inhibe la
transcription en liant SKIP et le complexe corépresseur SMRT qui contient une activité
histone déactélylase HDACs (figure 7A). La répression est levée en présence de Notchl-IC
qui lie SKIP et CBF1, déplace le complexe de répression et active la transcription en recrutant
des histones acétyltransférases (HATs) ainsi que des coactivateurs tels que Mastermind
(Mam), qui stabilisent le complexe Notch1-IC/CBFI1. (Figure 7B). MAGEAI1 peut interférer
avec I’activité transcriptionnelle de Notch1-IC dépendant de SKIP. Une analyse de délétion
indique que cette inhibition requiert la liaison de I’extrémité C-terminale de MAGEALI a
SKIP.

Figure 7 : Modéle d’activation du promoteur HES (Hair/Enhancer of Split) par NotchlIC régulé par CBF1. (A).
Le complexe corépresseur SMRT contenant HDAC lie SKIP. (B). Notch1-IC interagit avec SKIP et CBF1,
déplace le complexe corépresseur SMRT et active la transcription des génes HES via le recrutement de
Mastermind (Mam) et HATs. (D’aprés Laduron et al., 2004)

MAGEA1 réprime activement la transcription en liant et recrutant 1’histone
déacétylase 1 (HDACI1). En se liant a SKIP et en recrutant HDAC1, MAGEAT1 exerce une
activité de répresseur transcriptionnel. MAGEAT1 pourrait donc participer au contrdle de
genes impliqués dans la croissance des cellules tumorales ou la spermatogenése (Figure 8).
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Figure 8 : MAGEAL contrecarre la transactivation par Notch1-IC et recrute HDAC. (A-B) Résumé de données
expérimentales utilisant Gal4bd et SKIP, Notch1-IC et le rapporteur CAT en accord avec le modéle de Zhou et
al. (C) En se liant a SKIP et en recrutant HDAC, MAGEAI contrecarre la transactivation par Notch1-IC et
réprime la transcription. (D’aprés Laduron et al., 2004)

MAGEAA4, la seule autre protéine MAGE dans laquelle cette région C-terminale est
conservée, lie aussi SKIP tandis que MAGEA10 et MAGED2, qui possédent des parties C-
terminales tres différentes, ne lient pas SKIP dans le systéme double-hybride dans la levure
(Laduron et al., 2004)




1.2.1.1.2. MAGEA4

La gankyrine, une oncoprotéine récemment découverte, est une cible prometteuse pour
la thérapie médicamenteuse car elle est surexprimée dans la plupart des carcinomes
hépatocellulaires. La gankyrine interagit avec la partie C-terminale de MAGEA4. La protéine
MAGEA4 serait clivée pour fournir un fragment C-terminal de 107 acides aminés. Ce
fragment (MAGEA4- N1) induirait I’apoptose de maniére dépendante et indépendante a p53
(Figure 9). En effet, MAGEA4-_NI1 augmente le taux de p53 mais diminue la transcription de
p21P!. Un crible double-hybride dans la levure a démontré que MAGEA4- N1 est recruté

par Miz-1 au niveau du promoteur p21“" et inhibe la transcription de p21<*". -

Figure 9 : Modéle des mécanismes de 1’apoptose induite par MAGEA4 N1. MAGEA4 est clivé par une activité
protéase dépendant des caspases spécialement quand il est exposé a un stress génotoxique, pour générer
MAGEA4 N1 qui inhibe la transcription de p21°'"' en liant Miz-1 et augmente le taux de protéines p53
conduisant a 1’induction de geénes proapoptotiques. De plus, MAGEA4 N1 diminue le taux de protéines Bcl-xL.
Tous ces effets contribuent & la mort cellulaire.

L’activité pro-apoptotique de I’extrémité C-terminale d’autres protéines de la famille
MAGEA, structurellement similaires 8 MAGEA4, a été étudiée. Les extrémités C-terminales
de MAGEAI, A2 et A12 augmenteraient elles aussi I’apoptose, mais moins activement que
MAGEA4- N1 (Sakurai et al., 2004).

1.2.1.2. Les génes MAGEB

Dix-sept genes MAGEB ont été identifiés chez ’homme et 10 chez la souris. Comme
les génes MAGEA, les génes MAGEB sont peu conservés entre ces deux espéces et leur
expression est limitée aux tumeurs et aux testicules. Contrairement aux genes MAGEA qui
sont exprimés dans les spermatogonies, 1’expression des genes MAGEB est localisée dans les
spermatides rondes (Clotman et al., 2000).

Les génes Magebl et b2, localisés sur le chromosome X (entre les loci Dmd et Ar chez
la souris) sont composés de trois exons dont seul le dernier est codant (Figures 10 et 11). Ils
codent pour une méme protéine de 330 acides aminés. Le géne Mageb3 est localisé sur le
chromosome 2. La séquence de Mageb3 indique que ce géne est un variant Mageb?
rétrotransposé sur le chromosome 2. En effet, il ne contient pas d’introns et sa séquence est
identique a 98% a celle d’un transcrit Mageb?. 11 code pour une protéine qui ne différe que de
11 acides aminés par rapport a la protéine Mageb1-b2 (De Backer et al., 1995).




Figure 10 : Localisation chromosomique des Figure 11 : Localisation chromosomique des membres des sous-
membres des sous-familles de génes MAGEA,  familles de génes MAGEA et MAGEB de souris (De Plaen et al., 1998).
B et C humains (De Plaen et al., 1998).

[.2.2. Les genes MAGE de type I

Les génes MAGE de type Il sont les génes MAGED, E, F, G, H, I, J, K, L et le géne
NECDIN. Ces genes sont exprimés dans de nombreux tissus somatiques normaux au cours du
développement et chez I’adulte. (Bertrand et al 2004). Chez ’homme, les génes MAGED, E,
H, I, J, et K sont localisés sur le chromosome X. Les génes MAGEG, L et le géne NECDIN se
situent dans la région ql1-q13 du chromosome 15 tandis que MAGEF est localisé sur le
chromosome 3 (Figure 3). Les protéines MAGE de type II ne sont normalement pas
antigéniques. Les protéines MAGE de type Il les mieux caractérisées sont NECDIN et
MAGEDI1. NECDIN fut le premier membre de la famille des génes Mage a étre
fonctionnellement caractérisé. Les études réalisées sur MAGEDI1 et NECDIN suggérent un
role de ces protéines dans le cycle cellulaire et le controle de la balance survie
cellulaire/apoptose (Barker et al, 2002).

1.2.2.1. Le géne NECDIN

NECDIN est un géne MAGE mono-exonique qui code une protéine nucléaire de 325
acides aminés trés conservée entre I’homme et la souris.

NECDIN est exprimé spécifiquement dans différentes cellules post-mitotiques
(certains neurones et cellules musculaires) au cours du développement embryonnaire et chez
I’adulte (Uetsuki et al., 1996 ; Andrieu et al., 2003). NECDIN interagit avec le facteur de
transcription E2F1 qui intervient dans la régulation de I’expression de génes nécessaires a la
progression du cycle cellulaire, et plus particuliérement a 1’entrée des cellules en phase S
(Taniura et al., 1998) (Figure 12). Lors de la phase G1 du cycle cellulaire, E2F1 est séquestré
par la protéine du rétinoblastome (pRb). Sa fonction d’activateur transcriptionnel est donc
inhibée. Lors de la transition de la phase G1 a la phase S, Rb est phosphorylé et libére E2F1
qui active alors la transcription de génes impliqués dans la réplication de I’ADN. Rb est entre
autre impliqué dans I’arrét du cycle cellulaire de neurones lors de leur différenciation. Tout
comme Rb, Necdin interagirait avec E2F1 et empécherait 1’entrée des neurones dans le cycle
cellulaire. (Taniura et al., 1999, Taniura et al., 1998)

Chez ’homme, NECDIN se trouve dans la région ql1-13 qui subit une empreinte
génétique de sorte que seuls les alleles paternels sont exprimés (Mac Donald et al., 1997). De
grandes délétions du chromosome paternel dans cette région constituent la cause la plus
fréquente du syndrome de Prader-Willi (PWS), un trouble neurogénétique complexe touchant
une naissance sur 10000. Chez la souris, la région C du chromosome 7 est synténique a la



région 15q11-13 de ’homme et contient des génes homologues, y compris Necdin. Afin de
tester I’implication de la déficience en NECDIN dans le PWS, des souris déficientes en
Necdin ont été¢ générées. Une fraction variable des souriceaux déficients en Necdin meurt
dans les 1-2 jours qui suivent la naissance. Cette létalité serait due a une déficience des
réflexes respiratoires. Cette 1étalité dépend du fond génétique des animaux. De plus, certains
déficits rappelant ceux du syndrome de Prader-Willi chez les survivants déficients en
NECDIN. Parmi ceux-ci, une réduction en neurones produisant I’ocytocine et la LHRH
(Lutenizing Hormone-Releasing Hormone) dans 1’hypothalamus et un retard de croissance.
(Muscatelli et al 2000).

Figure 12 : Représentation schématique de facteurs de régulation du cycle cellulaire impliqués dans la transition
de la phase GO/G1 a la phase S. D'aprés Yoshikawa.

Enfin, il a aussi été rapporté que NECDIN peut se lier a pS3 et réprimer son activité
transcriptionnelle (Taniura 1999). Une surexpression de Necdin protégerait les cellules de
I’apoptose induite par p53. Ces résultats suggerent que NECDIN pourrait étre responsable du
maintient de 1’état post-mitotique des neurones et avoir un rdle dans la survie de certaines
cellules du SNC (Taniura et al 1999, Taniura et al., 1998).

1.2.2.2. Les génes MAGED

La sous-famille des génes MAGED comporte 3 génes chez la souris et 4 chez ’homme
ou ils sont situés dans la région pl1 du chromosome X. Les génes MAGED présentent deux
différences fondamentales par rapport aux autres genes MAGE. Premiérement, ils possedent
une structure génomique qui les distingue de tous les autres MAGE. Celle-ci comprend treize
exons et la grille de lecture s’étale de I’exon de 2 a 12 alors que les autres génes MAGE sont
composés de 3 ou 4 exons dont seul le dernier est codant (Figure 13). La comparaison de la
structure génomique des génes MAGED et des autres génes MAGE suggére que les MAGED
actuels dérivent d’un geéne ancestral possédant la méme organisation génomique et que tous
les autres membres de la famille MAGE aient été générés par rétropositions et duplications au
départ de ce géne ancestral.
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Figure 13 : Comparaison de la structure génomique entre les génes Maged et les autres génes Mage de souris.
Les boites représentent les exons, les grilles de lectures sont représentées par des rectangles vides et le domaine
MHD par des rectangles noirs.

La deuxiéme caractéristique intéressante des génes MAGED est qu’ils sont trés
conservés entre I’homme et la souris. Les MHD des génes MAGEDI, D2 et D3 humains et de
souris partagent 93% a 99% d’acides aminés identiques alors que, par exemple, seuls 56% des
acides aminés du domaine MHD de MAGEBI sont identiques entre I’homme et la souris
(figure 14). L’homologie entre orthologues humains et murins est plus importante qu’entre les
paralogues de MAGED au sein de ces deux especes. Cela indique que les génes MAGEDI |2,
3 sont apparus avant la séparation phylogénétique de ’homme et de la souris. La conservation
de ces trois génes durant 1’évolution suggére que les trois protéines exercent des fonctions
importantes et distinctes.
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Figure 14 :.Représentation schématique des protéines MAGED1, MAGED2 et MAGED3 humaines et de souris.
Les domaines MHD sont représentés par des boites noires. Le pourcentage d'acides aminés identiques partagés
par les différentes régions des orthologues humains et de souris est indiqué. Entre protéines MAGED d'une
méme espece, seuls les domaines MHD présentent de 'homologie de séquence.

Chez la souris, des analyses quantitatives ont permis de démontrer que les trois génes
Maged sont exprimés a différents niveaux dans de nombreux tissus (Figure 15). Maged] est
fortement exprimé dans divers tissus et en particulier dans le cerveau et les ovaires chez
I’adulte. MageD?2 est exprimé dans les ovaires et lors du développement embryonnaire.

Tandis que MageD3 est exprimé spécifiquement dans le systéme nerveux (Chomez et al.,
2001)
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Figure 15 : Analyse semi-quantitative de 1’expression des trois genes MAGED. D’aprés Chomez et al., 2001.

1.2.2.2.1. MAGED1
1) MAGEDI interagit avec p75SNTR

MAGEDI lie le domaine cytosolique du récepteur aux neurotrophines p75 (p75NTR),
un membre de la superfamille des récepteurs au TNF (tumor necrosis factor). Les
neurotrophines sont des facteurs de croissance impliqués dans la survie et la différenciation
neuronale, la régulation de 1’activité synaptique, I’apoptose,... La stimulation de p75NTR par
les neurotrophines peut induire 1’apoptose aussi bien in vitro qu’in vivo. MAGEDI1 serait
impliqué dans la cascade de signalisation activée par p75SNTR. Cette cascade signalétique est
encore peu connue mais elle différe de celle des autres membres de la superfamille des TNFR
car elle n’implique pas les TRADD ni les FADN et ne permet pas 1’activation de la capase 8.
L’activation de p75NTR par les neurotrophines entraine I’activation des JNK (c-jun N-
terminal kinases), ce qui méne a la phosphorylation du facteur de transcription c-jun qui
déclenche la transcription de génes cibles impliqués dans 1’activation des caspases (Gu et
al.,1999) (Figure 16).

Figure 16: Représentation schématique de la voie apoptotique du récepteur aux neurotrophines p75. p7SNTR
conduit a I'activation de la kinase JNK, a la libération de cytochrome c et a 'activation des caspase-9, -6, et -3.
Les mécanismes reliant p7SNTR a l'activation de JNK ainsi que ceux reliant JNK a la libération de cytochrome c
ne sont que partiellement élucidés. Les boites jaunes indiquent les protéines de la voie signalétique identifiées
expérimentalement. Les boites bleues représentent des participants potentiels. (Figure d’aprés la thése de M.
Bertrand, 2005)



De maniére paradoxale, p7SNTR peut également médier des signaux de survie
cellulaire en activant la voie NF- B par I’intermédiaire de TRAF. Le récepteur p7SNTR peut
donc avoir, comme d’autres récepteurs de la famille des TNFR, un réle a la fois pro- et anti-
apoptotique. (Roux et al.,2002 ; Dechant et al., 2002 ; Yoon et al., 1998)

2) D’autres partenaires de MAGED1
* DIx5/Msx2

MAGEDI interagit aussi avec les protéines a homéodomaine DIx5 et Msx2 qui jouent
un role critique dans le développement du squelette. La région amino-terminale de DIx5
présente un domaine d’activation transcriptionnelle. MAGEDI1 se lie a DIx5 par un motif
répété WQXPXX et a Msx2 par son domaine MHD. MAGEDI activerait la fonction
transcriptionnelle de DIx5 (Masuda et al., 2001).

e Ror2

Ror2 est une protéine de la famille des récepteurs tyrosines kinases qui joue un role
crucial dans le développement, en particulier celui du squelette et du cceur. Un crible double-
hybride a permis de mettre en évidence une association entre MAGED1 et Ror2. Des analyses
d’hybridation in situ sur des embryons de souris montrent que les profils d’expression de
MAGEDI1 et de Ror2 se superposent surtout au niveau de la face et des membres en
développement. MAGEDI ferait 1’objet d’une compétition entre Ror2 et Msx2. MAGEDI et
Msx2 sont colocalisés dans le noyau en absence de Ror2. Lorsque Ror2 est exprimé, il
séquestrerait MAGEDI1 dans les compartiments membranaires, ce qui empécherait MAGED1
d’interagir avec Msx2 dans le noyau cellulaire ou il exerce sa fonction de modulateur
transcriptionnel. Ror2 régulerait donc [’activité transcriptionnelle de Msx2 par la
séquestration de MAGED1 (Matsuda et al., 2003).

* Prajal

Prajal est une protéine a « RING finger » qui a été isolée suite a un crible double-
hybride utilisant le MHD de MageD1 comme appat. De nombreuses protéines « RING
finger » posseédent une activité ubiquitine ligase E3. MAGEDI1 serait ubiquitinylée via Prajal
ce qui induirait sa dégradation par le protéasome. Msx2 forme des complexes avec Prajal et
MAGEDI et serait également dégradé par le protéasome en présence de Prajal. MAGEDI1
constituerait donc une molécule adaptatrice permettant aux protéines de la famille DIx/Msx
d’étre reconnues et dégradées par le protéasome (Salehi et al., 2001, Sasaki et al. 2002).

* IAP

Les protéines IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) sont caractérisées par un domaine
BIR riche en cystéine situé¢ du c6té amino-terminal et par un domaine RING en doigt de zinc
du coté carboxy-terminal. Ces protéines exercent une fonction anti-apoptotique via leur
domaine BIR. MAGEDI interagirait avec des XIAPs (X linked inhibitor of apoptosis) ce qui
entrainerait une dégradation accélérée des XIAPs et favoriserait la mort cellulaire (Jordan et
al., 2001)



* UNC5HI

UNCS5HI1 est un récepteur de la super famille des immunoglobulines qui lie les
nétrines. Ces derniéres jouent un role dans I’orientation des axones et dans la migration
cellulaire. MAGEDI1 peut se lier a une courte séquence PEST (riche en Proline, acide
glutamique, Sérine et Thréonine) située au niveau de la région juxta membranaire de
UNCS5HI1 et serait impliqué dans 1’apoptose induite par ce récepteur (Williams et al 2003).

1.2.2.2.2. MAGED2

Le géne MAGED? se situe sur le chromosome X dans la région F3 chez la souris et
p11.22 chez I’homme. La protéine humaine MAGED?2 est composée de 606 acides aminés et
le domaine MAGE s’étend de 1’acide aminé 279 au 478. Cette protéine possede également un
domaine riche en arginine et deux domaines de faible complexité. Notre laboratoire a obtenu
des souris « knock-out » pour Maged2. Ces animaux sont trés anémiques et meurent
d’hémorragies dans les 24 heures qui suivent la naissance.

1.2.2.2.3. MAGED3

MAGED?3 se situe dans la région p11.22 du chromosome X chez I’homme, a proximité
de MAGED?. La protéine MAGED3 posséde un domaine carboxy-terminal beaucoup plus
long que celui de ses paralogues (Figure 12). Cette séquence COOH-terminale est
principalement constituée d’une séquence répétitive de 9 acides aminés dont la fonction est
inconnue (Chomez et al., 2001).

I1. La mutagenése dirigée dans les cellules souches

I1.1. Propriétés et intérét des cellules souches embryonnaires.

Les cellules souches embryonnaires sont isolées a partir d’embryons précoces de
souris prélevés lors de la phase préimplantatoire du développement embryonnaire. Elles sont
la contrepartie in vitro d’une population cellulaire qui existe in vivo : la masse cellulaire
interne du blastocyste, cellules a 1’origine de tous les tissus embryonnaires.

II.1.1. L’obtention de cellules souches embryonnaires

Les embryons au stade blastocyste constituent une source de cellules précieuses pour
les généticiens. En effet, un aplatissement des cellules du trophectoderme et une prolifération
importante des cellules de la masse cellulaire interne peuvent parfois étre observées lorsque
des blastocystes sont déposés sur un tapis de cellules nourriciéres dans une boite de culture.
Ces cellules qui proliférent forment alors des grappes dérivées de la masse cellulaire interne et
posseédent les deux caractéristiques des cellules souches. Elles sont capables de s’auto-
renouveler pendant une durée prolongée —voire illimitée— et donneront naissance a deux
cellules filles identiques ayant les mémes caractéristiques que la cellule meére, lorsqu’elles se
divisent in vitro. Elles ont la capacité de proliférer et de produire des types cellulaires
hautement différenciés, lorsque I’environnement y est adapté. C’est pourquoi ces cellules sont
appelées cellules souches embryonnaires ou ES (embryonic stem)



I1.1.2. Propriétés des cellules ES

Les cellules ES sont obtenues en absence d’agent immortalisant. Elles sont capables
de proliférer éternellement sans qu’aucun signe de vieillissement de la culture n’apparaisse
(sénescence). Aucun arrét de la croissance cellulaire n’est donc observé et on ne connait
méme aucune méthode permettant d’induire un arrét de la croissance et une quiescence de ces
cellules. D’autre part, les cellules ES ne présentent pas d’inhibition de contact : elles
continuent de se diviser en boite de culture malgré la confluence. Elles ne nécessitent pas de
support pour croitre et sont capables de former des colonies méme lorsqu’elles sont au sein
d’un milieu semi liquide tel que I’agar mou.

I1.1.3. L’utilisation des cellules ES pour la construction de chimeres.

Les cellules ES peuvent étre introduites dans un blastocyste hote. L’injection de
cellules ES dans un blastocyste est une manipulation délicate qui se réalise sous microscope
au moyen de deux appareils de manipulation. L un pour maintenir le blastocyste, 1’autre pour
manceuvrer une micropipette qui injectera 15 a 25 cellules ES dans le blastocoele de
I’embryon hoéte, contre les cellules de la masse cellulaire interne. Le blastocyste est ensuite
transféré dans I’utérus d’une femelle receveuse. Les cellules ES, comme 1’ceuf au stade-1, ont
pour potentiel de fournir a leur descendance tous les types cellulaires de 1’organisme, en
particulier la lignée germinale. Elles sont totipotentes. Les cellules ES ne possédent
néanmoins pas le pouvoir organisateur de 1’ceuf au stade-1. C’est pourquoi, il est nécessaire
de les transplanter dans le blastocyste d’un embryon hdte normal pour qu’elles expriment leur
totipotence. (Figure 17)

Si une modification génétique est introduite dans les cellules ES, ’approche
expérimentale décrite ci-dessus permet d’obtenir, a partir de ces cellules ES produites in vitro,
des souris portant la modification génétique. C’est le principe de base de la mutagenése
utilisant les cellules ES. Autrement dit, la totipotence des cellules ES et en particulier leur
capacité a former des cellules germinales ouvre la possibilité de sélectionner, dans les cultures
cellulaires in vitro, quelques cellules ES portant une modification génétique d’intérét et
d’introduire cette modification génétique dans un animal —la souris— dans le but d’en analyser
les effets in vivo.

I1.2. Elaboration de souris modeles par recombinaison homologue
I1.2.1. La recombinaison homologue

La mutagenése insertionnelle utilisant les rétrovirus a pour inconvénient que le locus
muté ne peut étre choisi par avance car le pro-virus s’intégre au hasard dans le génome. Apres
de multiples recherches, les généticiens ont découvert qu’il était possible d’introduire des
mutations a un locus choisi via un processus ne laisse rien au hasard : la recombinaison
homologue. Cette stratégie repose sur une similitude de séquence entre la construction
fabriquée par I’expérimentateur et le locus ou doit étre introduite la mutation.

L’intégration se produit donc par un mécanisme de recombinaison homologue qui
implique la reconnaissance d’homologie entre I’ADN exogéne transfecté et le locus cible.



I1.2.2.M¢éthode d’introduction d’un fragment d’ADN exogene dans les
cellules en culture

Le procédé utilisé pour introduire de I’ADN dans des cellules en culture est appelé
transfection. Il existe a ce jour de nombreuses méthodes permettant d’introduire des acides
nucléiques dans des cellules en culture. La méthode la plus efficace et la plus utilisée pour
introduire de I’ADN dans les cellules souches embryonnaires est une méthode physique :
I’¢lectroporation. Les cellules ES et I’ADN sont placés dans une cuvette entre deux
¢lectrodes. Un choc électrique, court et intense est appliqué. La membrane cellulaire est alors
temporairement criblée de pores par lesquels I’ADN peut pénétrer dans les cellules.

La transfection des cellules par électroporation impose de pouvoir distinguer les
cellules non transfectées de celles qui ont intégré I’ADN exogene. Le criblage est facilité par
I’introduction d’un géne de résistance a un antibiotique dans I’ADN transfecté. Le géne de
sélection le plus fréquemment utilisé est le géne de la phosphotransférase néomycine (néo")
qui confere la résistance a un analogue de la néomycine, la généticine ou G418.

I11. L.a mutagenese conditionnelle utilisant le systeme Cre/loxP

Lorsqu’un géne doit étre muté en vue de I’étude de sa fonction, bon nombre de
limitations sont rencontrées. Par exemple, I’inactivation de nombreux geénes entraine une
1étalit¢ embryonnaire a 1’état homozygote. L’étude de la fonction du géne d’intérét devient
impossible a étudier au-dela du moment ou les embryons meurent, et a fortiori chez 1’adulte.
De plus, I’invalidation d’un géne normalement exprimé dans différents tissus engendre
souvent un phénotype complexe dont I’analyse est délicate. L’expression forcée de génes peut
aussi étre incompatible avec le développement. Pour surmonter ces limitations, des stratégies,
permettant une mutagenese dite conditionnelle, ont été développées. Il s’agit, par exemple, de
créer des souris portant la mutation « perte de fonction » dans un tissu déterminé dans le but
d’étudier, dans ce seul tissu, les effets de la perte de fonction. Ces stratégies
« conditionnelles » utilisent souvent la recombinaison homologue site-spécifique médiée par
le recombinase Cre du bactériophge P1.

Ce systéme a permis de créer une grande variété d’animaux et de plantes
génétiquement modifiée (Akagi et al., 1997).

ITL.1. Le systéme Cre/loxP

Le systeme de mutagenése conditionnelle le plus communément utilisé tire parti de la
recombinase Cre du Bactériophage P1. Celle-ci fait partie de la famille intégrase des
recombinases site-spécifique et est une enzyme essentielle intervenant dans le cycle de
reproduction du phage P1. Dans sa phase lysogéne, P1 se propage comme un plasmide (ADN
double brin circulaire). Le systéme Cre/LoxP joue deux roles dans le cycle viral de P1.
L’ADN P1 se trouve sous la forme d’une molécule double brin linéaire dans le phage et doit
étre circularisé apres son entrée dans la cellule. Le systéme Cre/LoxP est responsable de cette
circularisation. Cre a aussi pour rdle de résoudre les diméres d’ADN P1 résultant d’une
réplication ou d’une recombinaison homologue. Si des diméres sont présents lors de la
division, seule une des deux cellules filles hérite de I’ADN P1 et celui-ci serait perdu pour
I’autre cellule (Hoess et al., 1984). Contrairement a d’autres recombinases bactériennes,
I’activité catalytique de Cre, in vivo ou in vitro, n’implique aucun co-facteur bactérien, ni



aucune protéine accessoire encodée par P1 et ne requiert pas de conformation particuliére de
I’ADN hormis la présence des sites LoxP. Celui-ci peut étre super-enroulé, circulaire ou
linéaire. La recombinase Cre peut donc étre utilisée chez la souris a condition qu’elle soit
exprimée dans le noyau des cellules. Dans ce but, la séquence codante de la Cre recombinase
a été¢ modifiée par I’introduction d’une séquence signal de localisation nucléaire eucaryote
appelée aussi séquence NLS. La recombinase Cre peut étre exprimée dans les cellules
eucaryotes sans risque de recombinaison intra- ou inter- chromosomique car les séquences des
sites loxP sont absentes des génomes eucaryotes (Nagy et al., 1999, Génétique de la souris).

La recombinase Cre catalyse des recombinaisons site-spécifiques au niveau de courtes
séquences nucléotidiques appelées LoxP (pour locus of X-over of P1) (Akagi et al., 1997). Ces
séquences LoxP sont constituées de deux séquences de 13bp palindromiques entourant d’une
région « espaceur » de 8bp. La séquence espaceur est asymétrique et définit 1’orientation du
site LoxP (Hoess et al., 1984) (Figure 17). Une recombinase se lie a chaque moitié
palindromique d’un site LoxP, les molécules recombinases forment alors un tétramere ce qui
rapproche les sites LoxP (Voziyanov et al 1999). La recombinaison a lieu dans la région
« espaceur » des sites LoxP. Le site LoxP, aprés recombinaison, est formé de deux moitiés
complémentaires des sites Lox avant recombinaison.

Figure 17 : Le site LoxP reconnu par la recombinase Cre du bactériophage P1.

Selon I’orientation respective des séquences LoxP, deux produits de réactions peuvent
étre obtenus. La recombinaison médiée par Cre entraine la délétion de tout fragment flanqué
de deux séquences LoxP lorsque les séquences de ces sites Lox sont dans le méme sens.
Apres recombinaison, la séquence comprise entre les deux sites est excisée sous la forme d’un
ADN circulaire et il ne subsiste dans I’ADN cible qu’un seul site LoxP (figure 18a). Lorsque
les deux séquences LoxP sont dans des orientations opposées 1’une par rapport a 1’autre, la
recombinaison ne conduit pas a I’excision du fragment compris entre les deux séquences
LoxP, mais a son inversion (figure 18b). La combinaison de I’ensemble de ces outils permet
de nombreuse manipulations du génome de la souris devient possible. Ceci peut aller de
I’introduction de points de mutation spécifique a de grands remaniements chromosomiques.
De plus, l'utilisation de 1’activité recombinase comme interrupteur d’activation ou
d’inactivation génétique, de transgénese conditionnelle ou de knock-out conditionnels devient
possible (Nagy, 1999).



Figure 18 : La recombinaison catalysée par la recombinase Cre produit deux types de
remaniements en fonction de 1’orientation des sites LoxP (génétique de la souris, Panthier 2003).

I11.2. Application du systéeme Cre/LoxP chez la souris.

II1.2.1. Stratégie d’utilisation du systéme Cre/LoxP chez la souris

Peu apres la démonstration d’une excision médiée par la recombinase Cre dans des
cellules en culture et in vivo dans des animaux transgéniques, I’idée de faire des transgenéses
conditionnelles par excision médiée par Cre a fait surface (Lakso 1992). Le concept de base
est apparu du besoin d’établir des lignées transgéniques ou le produit de transgenése
présentait un probléme de survie pour I’embryon ou dans le développement juvénile.

I11.2.1.1. Les Knock-out conditionnels

Les expériences de mutagenese conditionnelle utilisant le systéme Cre/LoxP chez la
souris impliquent le plus souvent la fabrication de deux lignées différentes de souris
transgéniques : 1'une porte le géne cible (par exemple un exon encadré de deux sites LoxP) et
I’autre exprime la recombinase Cre dans le tissu ou I’effet de la délétion/perte de fonction doit
étre étudiée. La premicre lignée de souris est créée par recombinaison homologue dans les
cellules souches embryonnaires (Figure 19). L’insertion de sites LoxP dans les introns ne
modifie normalement pas I’expression du géne (mutation neutre). Des individus homozygotes
(lox/lox) pour la mutation peuvent alors étre obtenus. La forme prise par le géne apreés
insertion des deux sites LoxP différe de celle de 1’alléle sauvage, c’est pourquoi, le terme
d’allele « floxé » est utilisé pour désigner ces mutations silencieuses. La deuxieme lignée de
souris exprime la recombinase Cre dans le tissu ou 1’on souhaite étudier I’effet de la délétion.
Ces souris portent un transgéne Cre sous le controle de séquences de régulation d’un gene
normalement exprimé dans le tissu ou I’étude des effets de la mutation est souhaitée (Figure
19). Le moment ou la recombinase Cre est exprimée est également important. Cette deuxiéme
lignée de souris est en général obtenue par injection d’ADN dans I’ceuf fécondé.
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Figure 19 : Représentation schématique de I'utilisation du systéme Cre/LoxP pour la mutagenése conditionnelle
chez la souris (Panthier et al., 2003 : la génétique de la souris).

Des croisements entre ces deux lignées de souris fournissent des individus portant le
locus flox¢ et qui expriment la recombinase Cre dans le tissu ciblé (le coeur dans le cadre de
la figure 20 présentée ci-dessous). Ces individus portent un alléle floxé dans toutes leurs
cellules, sauf dans le tissu ciblé ou la recombinase Cre a excisé le géne cible. Cette approche
expérimentale fourni donc une mutation conditionnelle : la mutation perte de fonction du géne
cible est présente, a 1’état homozygote, uniquement dans les tissus ou la recombinase est
produite (Génétique de la souris, Nagy et al., 1999, Akagi et al., 1997).
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Figure 20 : Effet d’un croisement avec une souris Cre/lox. Les souris exprimant la protéine Cre dans un type
cellulaire spécifique sont croisée avec des souris contenant un géne cible entouré de sites LoxP. A prés ce
croisement, les cellules portant Cre vont perdre le géne cible.

Une seconde approche peut également étre utilisée pour exciser le segment d’ADN
compris entre les sites LoxP. Des expériences récentes utilisent des adénovirus recombinants
qui expriment le géne de la recombinase Cre (Ade-Cre). Une suspension concentrée
d’adénovirus est alors injectée dans le tissus cible de la souris portant 1’alléle floxé.



L’excision fait fi de la spécificité cellulaire car toutes les cellules infectées par I’adénovirus
Ade-Cre deviennent des cellules recombinantes indépendamment de leur type cellulaire.
(Akagi et al., 1997)

1I1.2.1.2 L’expression conditionnelle

L’utilisation du systéme Cre/LoxP ne se limite pas a I’inactivation conditionnelle de
genes. Ce systéme peut étre utilisé pour activer 1’expression d’un transgeéne dans des cellules
exprimant la recombinase Cre. La structure du transgéne est simple, le promoteur est séparé
de la région codant le géne d’intérét par une séquence provoquant I’arrét de la transcription
(comprenant un signal de polyadénylation) flanquée de deux sites LoxP (Figure 21). Lorsque
cette cassette STOP est excisée par Cre, le géne est placé sous la dépendance du promoteur et
peut étre exprimé selon la spécificité du promoteur.
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Figure 21 : Régulation de I’expression d’une protéine par le systéme Cre/LoxP. Le géne LacZ se situe en aval
de séquences stop contenant un signal stop qui inhibe 1’expression de ce géne. Lors de leur exposition a une
protéine Cre, la cassette stop floxée est excisées et le géne peut étre exprimé. L’expression du géne LacZ est

donc régulée en fonction de la présence de Cre et en fonction du promoteur (ici ubiquitaire).

II1.2.2. Cre ER : une recombinase inductible par le tamoxifene

Pour améliorer encore la souplesse et les performances du systéme Cre-Lox, une
variante conditionnelle de Cre (Cre-ER) a été créée. Dans cette variante, Cre a été fusionnée
au domaine de fixation du ligand du récepteur aux oestrogénes humains (Figure 22). De plus,
le récepteur aux oestrogénes (un récepteur nucléaire) utilisé est un récepteur mutant incapable
de lier les oestrogeénes naturels mais uniquement capable de lier le tamoxiféne, un analogue
synthétique des oestrogeénes. L’activité recombinase de Cre-ER est donc dépendante de la
présence de tamoxiféne, ce qui permet d’activer la recombinase, au moment souhaité. Dans le
cas d’expression conditionnelle de géne, par exemple, une séquence d’arrét de la transcription
encadrée de sites LoxP est insérée entre le promoteur et le transgéne, bloquant de cette
maniére la transcription. L’activation « Tamoxiféne-dépendante » de la recombinase Cre-ER
induit la recombinaison au niveau des séquences loxP, 1’élimination de la séquence d’arrét de
la transcription et autorise ainsi I’expression du transgene (Nagy et al., 1999).



Figure 22 : Schéma représentant 1’activation Tamoxiféne dépendante de la recombinase Cre-ER.

La modification génétique induite par la recombinase Cre en présence d’un alléle
floxé est irréversible. Dans certains cas, il peut étre intéressant de disposer d’un systéme ou
I’expression du geéne cible est réversible. Pour ces cas, il existe des systémes permettant
d’induire ou de bloquer 1’expression du transgéne de maniére réversible. Parmi ceux-ci, les
systéemes d’expression régulés par la tétracycline. Cette technique se basant sur I’opéron
tétracycline ne sera pas utilisée lors de ce mémoire.

V. Objectif du mémoire

Le laboratoire de Génétique de 'URPHYM s’attache a étudier la fonction des
protéines MAGE chez les mammifeéres.

Le géne MAGEAI est exprimé spécifiquement dans les testicules et dans certaines
cellules tumorales. L’expression de MAGEAI dans les tumeurs est probablement causée par
des événements de déméthylation du génome qui se produisent au cours du processus de
transformation tumorale. Cette expression pourrait donc n’étre qu’un épiphénomeéne. Il est
cependant possible que 1’expression de MAGEAI (et d’autres MAGE de type 1) dans les
tumeurs confere a celles-ci des propriétés favorisant leur transformation.

Nous avons entrepris de tester 1’hypothése selon laquelle MAGEAI pourrait étre un
oncogene. Dans ce but, MAGEAI sera transfecté dans des fibroblastes embryonnaires murins
et la formation éventuelle de « foci » par les cellules transfectées sera évaluée. Le travail
présenté ici s’inscrit dans un projet de développement d’une lignée de souris exprimant
MAGEAI de maniére conditionnelle. Cette lignée devrait permettre, aprés croisement avec
différentes lignées de souris transgéniques Cre, d’exprimer MAGEAI dans différents tissus
qui seront monitorés pour 1’apparition éventuelle de tumeurs.

Indépendamment de notre hypothése de départ (MAGEAI pourrait étre un oncogene),
le modele que nous développons permettra d’évaluer in vivo les conséquences de 1’expression
de MAGEAI dont la fonction est toujours mal définie.
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1. Matériel

I.1. Plasmides

. CDNAIAI

Pour faire la construction de ciblage, le cDNA de MAGEA1 a été excisé de
pCDNAIATI avec EcoRI.

e _pBigT

Le plasmide pBigT consiste en la séquence acceptrice de splicing de 1’adenovirus
suivie d’un site LoxP, une cassette néo sous la dépendance du promoteur du gene Pgk
(phosphoglucokinase), un terminateur transcriptionnel fort (séquence triple SV40
polyadénylation) que nous nommons tpA, un autre site LoxP dans la méme orientation que le
premier, un site de multiple clonage (MCS) et la séquence polyadénylation de 1’hormone de
croissance bovine. Un site Pacl a été inclus en 5° du S.A., et un site Ascl en 3’ du bGH. Ces
deux enzymes clivent rarement et la restriction résulte en des extrémités « collantes ». Elles
peuvent étre utilisées pour exciser la construction entiére dans le but de 1’insérer dans le
plasmide contenant les bras génomiques ROSA26.

Ce plasmide nous a été fourni par le Dr. F. Constantini (Srinivas et al, 2001). Le MCS
de pBigT contient des sites pour les enzymes de restriction Nhel, Sall, Accl, Xhol, Apal,
Sacll, Notl, Sacl et Bell.

* pROSA26PA

Le plasmide pROSA26PA contient deux bras d’homologie permettant de
recombinaison homologue dans I’ADN génomique de souris. Une cassette DTA et une
cassette de résistance a I’ampicilline Ap'. Le site Xbal de ce plasmide a été remplacé par un
linker (Pacl, Swal, Ascl). De cette manicre, il peut étre digéré avec Pacl et Ascl et recevoir la
séquence pBigT.

o P705-Cre

Ce plasmide permet I’expression de la recombinase Cre. Il est transformé dans une
souche de E.coli, contenant un plasmide, porteur d’'un marqueur de sélection floxé (ex : géne
de résistance pGK-neo).Le promoteur Cre dans p705Cre ets activable a 37°C et ’origine de
réplication de p705 Cre est thermosensible de sorte que ce plasmide ne se réplique pas a
37°C. Ce plasmide porte un géne de résistance au chloramphénicol.



1.2.0ligonucléotides

Les oligonucléotides proviennent de chez Eurogentec.

Oligonucléotides Séquence de 5’ en 3’
NeoF 5’ GAA CAA GAT GGA TTG CAC GCA GG ¥’
NeoR 5’ CTC GTC AAG AAG GCG ATA GAA GGC ¥’
AlS 5’ TTC ATT GCC CAG CTCCTGC 3
A1AS 5’ CCCTCC CACTGG CCCTGG CTG C 3’
bGHAS 5 ACT AGA AGG CACAGTCGA GG ¥
ROSAS 5’ AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT 3’
ROSAAS 5’ GAT AAC AAC TCA GAGCGACTTTG ¥’
BigA1AS 5’ CAT CAA GGA AAC CCT GGA CTA CTG 3’
MROSAS 5’ CCT AAA GAA GAG GCT GTG CTT TGG 3’
ADI1 5’ GCATCGCATTGTCTGAGTAG
R 5’ TCA CAC AGG AAACAGCTAT3Z
F 5’ CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’
All 5’ CAGATG TTC TCC TTG GTG CT 3’
MROSASAD TCA GAG AGC CTC GGC TAG GTA 3’
AD2AS GCA GAG AAC TCC CAG AAA GGT

11. Methodes

I1.1. Techniques relatives a I’utilisation d’ADN

II. 1.1 Transformation d’Escherichia coli par choc ¢€lectrique

- Dans un tube de bactéries DHS5  électrocompétentes, ajouter 5 1 de produit de

ligation

- Mélanger doucement
- Transférer les bactéries dans une cuvette a électroporation préalablement refroidie

dans la glace

- Provoquer un choc électrique court et intense, Smsec a 2300V
- Ajouter rapidement 300 1 de milieu LB liquide
- Transférer le tout dans un tube Ependorff

- Incuber 1h a 37°C et étaler les bactéries sur deux boites contenant un milieu

sélectif approprié et laisser pousser O/N a 37°C

I1.1.2. Culture de bactéries

- Dans un falcon stérile, ajouter S ml de LB et 5 1 d’ampicilline 100 mg/ml (Roche)

- Ensemencer ce milieu avec une colonie isolée de bactéries
- Incuber O/N, sans agitation, a 37°C




I1.1.3. Préparation d’ADN plasmide par lyse alcaline

- Ensemencer les bactéries dans 5 ml de LB + antibiotique et incuber O/N a 37°C
- Centrifuger 10 minutes a 2 500 rpm afin de culoter les bactéries

- Décanter et resuspendre les bactéries dans 300 1de GTE

- Vortexer et laisser 10 minutes a RT

- Ajouter 450 ml de NaOH/SDS qui lyse les bactéries

- Retourner plusieurs fois le tube et laisser 10 minutes a 4°C

- Ajouter 360 1de KAc/HA qui précipite ’ADN chromosomique et mélanger

- Centrifuger 10 minutes a 14 000 rpm pour ¢éliminer le précipité

- Reprendre le surnageant et y ajouter un volume de phénol-CiAA

- Vortexer et centrifuger 15 minutes a 14 000 rpm

- Reprendre la phase aqueuse et y ajouter 1 volume de chloroforme

- Vortexer et centrifuger 15 minutes a 14 000 rpm

- Reprendre la phase aqueuse

- Ajouter 2 volumes d’éthanol 100% et laisser 10 minutes a température ambiante
- Centrifuger 15 minutes a 14 000 rpm et décanter

- Ajouter 500 _1d’éthanol 70% pour rincer le culot

- Décanter et laisser sécher le culot

- Reprendre le culot dans du TE

II.1.4. Electrophorese en gel d’agarose

L’¢électrophorése en gel d’agarose permet de séparer les fragments d’ADN dans
un champ électrique en fonction du poids moléculaire. Le pourcentage d’agarose est
inversement proportionnel au poids moléculaire (PM) des fragments a séparer. Du Bromure
d’Ethidium (BrEth), un agent intercalant et fluorescent doit étre ajouté a I’agarose. Le PM des
fragments est estimé par co-migration des fragments d’ADN de PM connu, appelés marqueurs
de Poids Moléculaire. Nous utilisons les marqueurs de PM 1kb et 100bp (Invitrogen). L’ADN
déposé sur le gel peut étre visualisé sous UV.

I1.1.4.1. Les échantillons

Dans 1 Eppendorf, ajouter 1 1 d’ADN + 9ul de TE (1x) + 2 1 de tampon de
chargement (6x).

11.1.4.2. Marqueur de Poids Moléculaire pour ADN

Dans 1 Eppendorf, ajouter 0,5 1de « 1 Kb DNA ladder » 1 g/ 1 (Invitrogen), 9,5 1
de TE 1x et 2 1 de tampon de chargement (6x).

1I. 1.4.3. Préparation du gel

- Le gel d’agarose (0,4% 1%) est coulé dans la cuve a électrophorése contenant un
peigne

- laisser le gel se solidifier

- retirer le peigne

- déposer les échantillons dans les puits ainsi que le marqueur de PM

- remplir la cuve de TAE 1x de fagon a immerger le gel



- Faire migrer I’ADN par électrophorese
- Lorsque les bandes d’ADN ont bien migré, prendre une photo sous UV

II.1.5. Restrictions sur plasmide

- Dans un tube Eppendorf et dans la glace, ajouter :

0 2 ul de tampon 10x correspondant a I’enzyme
1 unité d’enzyme de restriction par g d’ADN de plasmide
X lde plasmide
Porter a un volume final de 20 1 avec de I’eau distillée
Incuber 2 heures a 37°C

O O0O0Oo

I1.1.6. Déphosphorylation d’un plasmide linéarisé

- ajouter 1 _1de phosphatase alcaline de veau (CIP) au produit de restriction

- Incuber 1 heure a 37°C

- Ajouter 1 ul ’EDTA 500 mM

- Incuber 10 minutes a 75°C

- Ajouter 1 volume de phénol CIAA, vortexer et centrifuger 15 minutes a 14000 rpm

- A la phase aqueuse, ajouter 1 volume de chloroforme, vortexer et centrifuger 15
minutes a 14000 rpm

- Précipiter a I’éthanol 100%

- Rincer le culot obtenu au moyen d’EtOH 70%

- Sécher le culot et le reprendre dans du TE

II.1.7. Remplir les extrémités cohésives d’un plasmide linéarisé pour les
rendre franches

Dans un eppendorf, ajouter

- 5ul de tampon

- 1pl de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- 1pl de Klenow

- Porter a un volume final de 50ul avec de I’eau distillée

- Incuber 15 minutes a température ambiante et 10 minutes a 75°C
- Extraire ’ADN au phénol-chloroforme

I1.1.8. Ligation d’un plasmide

Ajouter le vecteur et I’insert dans un rapport moléculaire (1 :3) a:
- 2ul de tampon T4 DNA ligase 10x (NEB)

- 1pl de DNA T4 ligase (NEB)

- Porter a 20ul avec de I’eau

- Incuber a 16°C O/N



II.1.9. Purification de I’ADN sur colonne (Kit Promega Wizzard ® SV Gel
and PCR Clean-Up System.

Le Wizzard ® SV Gel and PCR Clean-Up System permet la purification de fragments
d’ADN simple ou double brin. Le principe de ce kit est basé sur la liaison sélective de I’ADN
sur une membrane de silice en condition fortement salée. Les contaminants ne sont pas
retenus sur la membrane et sont éliminés par lavage. L’ADN est élué en condition de faible
salinité.

11.1.9.1. Purification d’ADN a partir du gel d’agarose

- Exciser le fragment de gel d’agarose contenant la bande d’ADN d’intérét a ’aide
d’un scalpel et mettre dans un tube de 1,5ml

- Dans un tube eppendorf, ajouter un volume de « membrane binding solution » (
guanidine isocyanate) équivalent au poids du gel a purifier

- Vortexer et incuber 10 minutes a 55°C

- Vortexer a nouveau

11.1.9.2. Purification de ’ADN

- Placer une mini colonne SV dans un tube collecteur

- Transférer le gel dissout sur une minicolonne SV et incuber une minute a
température ambiante

- Centrifuger 1 minute la minicolonne a 10 000 rpm

- Vider le tube collecteur

- Laver la colonne au moyen de 700ul de « membrane wash solution » dilué avec de
1’éthanol 95%

- Centrifuger une minute a 10 000 rpm

- Vider le tube collecteur

- Relaver la membrane par 500ul de « membrane wash solution »

- Centrifuger 5 minutes a 10 000 rpm

- Vider le tube collecteur

- Centrifuger une minute la colonne

- Ajouter 20ul de nucléase free water a la colonne

- Laisser une minute a température ambiante puis centrifuger une minute a 10 000
rpm

- L’ADN purifié peut étre conservé au réfrigérateur

I1.1.10. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette technique permet I’amplification exponentielle d’un fragment d’ADN d’intérét.
Les séquences bordant le fragment a amplifier doivent étre connues pour concevoir des
amorces oligonucléotidiques (primers). La PCR se déroule en plusieurs étapes, la matrice
d’ADN est d’abord dénaturée par chauffage en présence d’un excés d’oligonucléotides et de
dNTP’s. Afin de permettre I’hybridation spécifique des amorces, le mix est ensuite soumis a
une diminution de température dépendant de la « température de melting » des amorces. La
Taq DNA polymérase de Promega (gotaq), une ADN polymérase thermorésistante, amplifie
la séquence comprise entre les amorces. Ce cycle de dénaturation/Hybridation/élongation est
répété 30 fois.



Réactifs Quantité pour 20ul

Tampon Taq DNA polymérase 5x 4ul
Mix dNTP’s (2mM) 2ul
Primer sens (10uM) 2ul
Primer antisens (10uM) 2ul

Taq DNA polymérase 0.1pul

Template 30ng

Eau milli Q Ajuster pour 20ul de volume total
Programme :

* Dénaturation de 5 minutes a 94°C
* Trente cycles d’amplification divisés en trois étapes :
1. Trente secondes a 94°C pour dénaturer
2. Trente secondes a X°C pour hybrider ou X= Tm-5°C
3. Y minute(s) a 72°C pour I’élongation ou Y= la taille (Kb) du fragment a
amplifier
* Elongation finale de 10 minutes a 72°C

La température de melting (TM) des amorces se calcule par la formule Tm= 4 (G+C)
+2 (A+T). Ce calcul ne prend en compte que la partie s’hybridant au premier cycle de
dénaturation.

L’ADN génomique peut étre remplacé par une culture bactérienne (PCR sur colonies)
sans extraction d’ADN. Les bactéries sont alors lysées lors de la premiére étape de
dénaturation a 94°C.

I.1.11. Criblage par hybridation d’une sonde radioactive
11.1.11.1. Préparation des membranes pour I’hybridation

- Déposer une membrane Hybon N+ sur la boite de colonies bactériennes de
maniere a faire une réplique de la boite. La membrane Hybon N+ est une
membrane optimisée pour le transfert d’acides nucléiques (Amersham Bioscience)

- Déposer la membrane sur une boite LB + ampicilline colonies vers le haut et
incuber quelques heures a 37°C

- Dénaturer

5 minutes dans du NaOH 0,5M (sur du papier watman)
5 minutes dans Tris 1M pH 7,5

5 minutes dans Tris 0,5M pH 7,5 + NaCl 0,125M
Sécher a 55°C

11.1.11.2. Préparation de la sonde radioactive et hybridation

Amplification de la sonde par PCR

Une PCR a été effectuée sur pcDNAIAT avec les oligos A1S et A1AS (protocole PCR
cf.I1.1.10)

Programme :
5 minutes a 94°C



30 secondes a 94°C
30 secondes a 57°C
2 minutes a 72°C
10 minutes a 72°C

Purification de la sonde par Wizzard (protocole 11.1.9)
Marquage de la sonde.

Le marquage radioactif de la sonde a été réalisé par la polymérase d’ADN apres
amorcage aléatoire avec le d system (Invitrogen). Le « Rad
Prime DNA labeling System » est congu pour la préparation rapide de sondes marquées au

32p. Des Primers vont s’hybrider au hasard sur ’ADN template dénaturé. Il y a alors
amplification par la klenow en présence de **PdCTP pour produire la sonde.

Dans un tube eppendorf, ajouter :

Incuber :

19ul d’eau
20ng d’ADN v(2ul)
Pour dénaturer I’ADN, faire bouillir 5’ dans un bain d’eau bouillante a 100°C
Refroidir immédiatement dans la glace
Ajouter :

1ul d’ATP 500pM

1ul dGTP 500uM

1ul dTTP 500uM

20ul 2,5x Random Primers solution

5ul dCTP radioactive (**P)
Incuber 10 minutes a 37°C
Déposer la sonde marquee sur une mini Quick Spin Colonne (Microbiospin P-30
Tris Chromatography columns) afin ‘éliminer les ANTP non incormporés
Centrifuger 1 minute a 1000 rpm. L’échantillon purifi¢ est alors dans le buffer Tris
Ajouter 150ul de DNA carrier (2mg/ml) et 800ul d’eau a la sonde
Dénaturer 5 minutes a 100°C
Ajouter la sonde marquée a la membrane qui aura au préalable été préhybridée
Incuber O/N a 65°C

Lavages

2x 5 minutes dans du SSC 2x a RT

2x 30 minutes dans du SSC 2x, 1% SDS a 60°C
1x 30 minutes dans du SSC 0,1x a RT

1x 30 minutes dans du SSC 0,1x a 65°C

Révélation

Poser la membrane hybridée entre deux feuilles de saran
Placer un film autoradiographique sur le saran et fermer la cassette (en chambre
noire)
Attendre 45 minutes
Révéler par passages successifs dans trois bains contenant :
Du révélateur
Du fixateur



De I’eau

I1.1.12. Test de recombinaison des sites LoxP
11.1.12.1. Production de bactéries compétentes Cre.

- Ensemencer des bactéries contenant p705 Cre dans du milieu LB +
Chloramphénicol

- Incuber O/N a 30°C

- Diluer la culture bactérienne de maniére a obtenir une DO de 0,1 a 600nm

- Réincuber les bactéries a 30°C avec agitation jusqu’a obtention d’une DO entre 0,5
et 0,7 pour que les bactéries soient en phase exponentielle de croissance

- Refroidir les bactéries dans la glace 10 minutes

- Centrifuger 20 minutes a 4 200 rpm a 2°C

- Décanter et resuspendre le culot dans de I’eau stérile froide

- Centrifuger 20 minutes a 4 200 rpm

- Décanter et resuspendre a nouveau le culot dans de I’eau stérile froide

- Recentrifuger 20 minutes a 4 200 rpm a 2°C

- Décanter immédiatement et resuspendre le culot dans le liquide résiduel

- Ajouter 40ml de glycérol 10% a froid et mélanger

- Centrifuger a 2 800 rpm 10 minutes a 2°C

- Décanter

- Reprendre le culot dans un volume égal e glycérol 10% froid

- Aliquoter en différents tubes de 100ul

- Stocker a -70°C

11.1.12.2. Transformation de bactéries compétentes Cre par
PROSA26Neo-Al.

- A un échantillon de bactéries DHS compétentes, ajouter 2pul de pPROSA26Neo-A 1

- Appliquer un choc électrique court et intense : Smsec a 2300V

- Ajouter 300ul de LB et incuber 1h30 a 30°C

- Etaler sur du milieu LB+ ampicilline et incuber O/N a 37°C de maniére a
permettre 1’activation de la transcription

I1. Techniques sur cellules souches embryonnaires.

I1.2. Culture de cellules souches
I1.2.1. Préparation de la couche nourriciere (feeder layer)

11.2.2. Cultures de cellules ES sur MEFs

- Recouvrir la boite de culture ou les puits avec de la gélatine 0.1% durant 30 minutes
a RT ou over night a 4°C

- Dégeler a 37°C des MEFs traitées a la Mytomicine

- Centrifuger les cellules dans 10ml de milieu complet pour MEFs (5 minutes a
1200rpm)



- Ensemencer les cellules sur une surface recouverte de gélatine
- Incuber O/N a 37°C / 5% CO,
- Dégeler a 37°C des cellules ES et ensemencer sur approximativement deux fois la
surface originale
- Incuber a 37°C/ 5% CO;
- Rafraichir le milieu le lendemain
- Rafraichir le milieu avant que celui-ci ne devienne (orange-jaune) ; généralement
apres un, deux ou trois jours
- Passer les cellules lorsque celles-ci sont a confluence :
Laver les cellules dans un petit volume de PBS
Trypsiniser au moyen de 3ml de TVP (10x) pour une T75 pendant 10 minutes a
37°C
Détacher les cellules en secouant doucement et en frappant sur la boite
Ajouter 1ml de milieu et resuspendre en cellules simples avec une pipette de
10ml
Réensemencer en divisanta 1 :2, 1 :3, ...
- Les cellules ES peuvent étre congelées dans du milieu complet + 10%DMSO+ _-
Mercaptoethanol

I1.3. Electroporation

II.3.1. ADN

- Linéariser le vecteur par Kpnl

- Extraire I’ADN au phénol/ Chloroform et Chloroform

- Précipiter a I’Ethanol

- Sécher le culot et redissoudre dans 300ul de PBS

- Tester la concentration d’ADN sur gels d’agarose ou mesure de la densité optique a
260nm

I1.3.2. Les cellules souches

- Trypsiniser les cellules ES ; utiliser une boite de culture T75 par expérience

- Laver les cellules avec un petit volume de PBS

- Ajouter 3ml de TVP (10x) par T75

- Incuber 5 minutes a 37°C

- Détacher les cellules

- Ajouter 3 ml de milieu complet et resuspendre en cellules simples avec une pipette
de 10ml

- Centrifuger les cellules pendant 5 minutes a 1200 rpm a RT

- Resuspendre le culot dans 300ul de PBS



I1.3.3. Electroporation

Me¢élanger les cellules avec I’ADN (= 75-100pg) ~ £600ul
Laisser 5” a RT
Transférer le mélange dans une cuvette Biorad de 0,4cm
Electroporer les cellules avec un Electroporateur Biorad (Biorad gene pulser model
1652078) :
Voltage 0,8kV
Capacitance : 1puF
1 pulse donne un temps constant de 0,04 ms
Laisser 5” a RT
Suspendre les cellules dans du milieu pour cellules ES et semer sur Petri (10cm)
contenant des MEFs MMC
Incuber O/N a 37°C / 5% CO,

I1.3.4. Sélection a la généticine

Changer le milieu nutritif des cellules et y ajouter une drogue appropri¢e a une
sélection des cellules ayant incorporé¢ la construction
G418 (généticine): 300png/ml
Nourrir les cellules avec du milieu sélectif tous les jours pendant 6 a 8 jours
Apres 6 a 8 jours, des colonies individuelles peuvent étre observées

I1.4. Culture des cellules sélectionnées sur plaque 96 puits
I1.4.1. Culture des colonies de cellules ES sur plaque 96 puits

Préparer une plaque 96 puits (fond en U) avec 15ul de PBS par puit en utilisant une
pipette multichannel

Piquer des séries de 24-36 colonies et transférer dans la plaque 96 puits

Ajouter 15ul de TVP 10x dans chaque puit et incuber 10 minutes a 37°C

Ajouter 100ul de milieu et resuspendre

Les colonies trypsinisées sont alors transférées dans une deuxiéme plaque 96 puits
couverte de MEFs et 100uM de milieu pour cellules ES + LIF + Généticine

Cultiver les cellules O/N et rafraichir le milieu (200ul)

Cultiver les cellules a (semi)confluence (2 jours)

Laver les cellules au PBS et trypsiniser avec 50ul de TVP 10x (5° a 37°C)

Ajouter 150ul de milieu complet et resuspendre

Transférer deux portions de 100ul de cellules en suspension dans deux plaques 96
puits couverte de MEFs traitées a la MMC et 100ul de milieu

Une plaque est cultivée a semi-confluence (2-3 jours) et préparée pour la congélation
L’autre plaque est cultivée aussi longtemps que possible pour en isoler I’ADN (£5ug
d’ADN par puits)

I1.4.2. Procédure de congélation

Préparer du milieu complet (sans LIF) avec 20% de DMSO a 0°C
Laver les cellules au PBS et trypsiniser avec 30ul de TVP 10x
Ajouter 75ul de milieu complet et resuspendre doucement



Ajouter 100ul de milieu plus 20% de DMSO et resuspendre encore doucement
Envelopper la plaque dans une serviette en papier et placer la boite dans une frisette
a -80°C (les cellules peuvent étre stockées pour au moins 6 semaines)

11.4.3. Isolation de I’ ADN

Laver les cellules avec du PBS 2x

Ajouter 150ul de tampon de lyse contenant 100ug de protéinase K

Incuber au moins 2 heures a 55°C

Transférer le lysat dans des tubes eppendorf contenant 150ul d’éthanol 100%
Centrifuger

Rincer a I’Ethanol 70%, sécher a 1’air

Dissoudre I’ADN dans 100ul de TE



———

Reésultats et discussion

———




I Stratégie élaborée afin de générer des souris exprimant
MAGEAI de maniere conditionnelle.

L’obtention de souris exprimant MAGEAI de fagon ubiquiste pourrait étre impossible
car I’expression de MAGEAI pourrait étre incompatible avec le développement. Afin de
contourner ce probléme, nous avons élaboré un systéme d’expression conditionnelle de
MAGEAI, utilisant le systéeme Cre-lox, que nous introduirons dans le génome de la souris via
la manipulation de cellules ES.

Utiliser le systéme Cre-lox pour activer, de maniére conditionnelle, la transcription de
MAGEAI impliquait ’insertion de ce géne derriére un terminateur transcriptionnel (tpA)
flanqué de deux sites LoxP. Nous avons choisi d’introduire le transgéne dans un locus
comportant un promoteur « ubiquiste », le locus ROSA26. Pour permettre la double
recombinaison homologue de notre construction dans I’ADN génomique de souris, il nous
fallait insérer notre cassette contenant MAGEAI entre deux « bras d’homologie ». Dans ce
but, nous avons demandé au D' F. Constantini de nous fournir deux vecteurs : pBigT et
pROSA26PA. pROSA26PA contient deux bras d’homologie (permettant la recombinaison
homologue), une cassette DTA (pour contre-sélectionner les cellules ES qui auront intégré
notre vecteur d’expression par intégration aléatoire plutét que par recombinaison homologue)
et une cassette de résistance a I’ampicilline Ap'. pBigT contient une cassette que nous
appellerons « neolox », constituée d’un géne de résistance a la néomycine (Neo'), sous la
double dépendance d’un promoteur procaryote (Tn5) et du promoteur mammalien du géne
phosphoglucokinase (Pgk), suivi d’un terminateur transcriptionnel fort (tpA). L’ensemble
Pgk-Neo-tpA que nous appellerons « floxed NeopA » est flanqué de deux sites LoxP
(Figure23).
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Figure 23 : Représentation schématique de pPROSA26PA et de pBigT. Les sites LoxP sont indiqués par une
pointe de fléche noire.



Voir annexe
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Figure 24 : Schéma récapitulatif des différentes étapes, au niveau de I’ADN, de la construction du vecteur
d’expression conditionnelle de MAGEA. Les sites lox sont représentés par une pointe de fleche noire.



Il. Resultats

Au cours de ce mémoire, nous avons €laboré un vecteur d’expression conditionnelle
de MAGEAI, activable par le systéme Cre/Lox, et avons introduit ce vecteur, que nous
appellerons pROSA26Neo-41, dans des cellules ES (Figure28) (Soriano et al. 1999).

II.1. Insertion de MAGEAI en aval d’une cassette « Neo floxée » formant
un terminateur de transcription conditionnel

II.1.1. Construction du vecteur pBigT4/

Au laboratoire, nous disposions de I’ADNc de MAGEAI cloné dans pcDNAIA/. Nous
avons excisé¢ I’ADNc de MAGEAI de ce vecteur par EcoRI (Figure 26). Les extrémités
cohésives formées a la suite de cette restriction ont été remplies avec la polymérase de
Klenow de manicre a obtenir des extrémités franches. Ensuite, le fragment a été ligué¢ avec du
pBigT préalablement linéarisé par Xhol, déphosphorylé et dont les extrémités avaient été
remplies avec la polymérase de Klenow (Figure 25).
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Figure 25: Photographie sous UV apres Figure 26: Photographie sous UV apres

¢électrophorése en gel d’agarose de pBigT digéré par
Xhol, déphosphorylé et traité a la Klenow afin
d’obtenir des extrémités franches. 1Kb= marqueur

¢électrophorése en gel d’agarose de pCDNAIA /
digéré par EcoRI et traité a la Klenow. 1Kb=
marqueur de poids moléculaire.

de poids moléculaire.

Des bactéries ont été transformées par le produit ce cette ligation et cultivées sur un
milieu contenant de 1I’ampicilline de maniére a sélectionner les transformants.

Afin d’identifier les clones Ap" contenant le plasmide voulu (c’est-a-dire pBigT avec
MAGEA] inséré dans la bonne orientation), nous avons criblé une quarantaine de colonies Ap'
par PCR en utilisant une amorce sens se liant dans MAGEAI (A1S), et une amorce
s’hybridant a ’autre brin au niveau de la séquence bGH de pBigT qui contient un signal de
polyadénylation (bGH-AS). Les produits de la PCR ont été analysés par électrophorése en gel



d’agarose. La présence d’une bande de 1600 bp indique que le clone n°34 contient
probablement le plasmide voulu (Figue 27). L’ADN plasmidique du clone n°34 a été préparé
par lyse alcaline et digéré par les enzymes de restriction Notl et Nhel clivant dans le MCS de
part et d’autre du site d’insertion du cDNA de MAGEAI. La présence de deux bandes, I'une
de 1750 bp et I’autre de 6070 bp confirme que le clone 34 contient bien le plasmide attendu
(Figure 28). Ceci a aussi été vérifié par séquencage a 1’aide des amorces A1l et bGH-AS qui
permettent de déterminer la séquence des jonctions entre pBigT et ’ADNc de MAGEAI.
Dans la suite du texte, le plasmide du clone 34 sera appelé pBigT-A4/ et la cassette lox-neopA-
lox-MAGEA1 sera désignée « floxed NeopA-A417 ».
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Figure 27 : Photographie aprés €lectrophorése en Figure 28 : Photographie aprés électrophorése en
gel d’agarose montrant le produit de PCR obtenu gel d’agarose du profil de restriction par Notl et
sur le clone 34. La présence d’une bande a 1600bp Nhel de pBigT-4/. 1Kb= marqueur de poids
indique que le clone 34 a intégré la cassette moléculaire.

MAGEAI en SENS. 1Kb= marqueur de poids
moléculaire.
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Figure 29 : Schéma du vecteur d’activation conditionnelle de MAGEAI : pROSA26Neo-AI. (A) La cassette
« floxed NeopA » est flanquée de sites LoxP et situées en amont du géne MAGEAI. Le tout, appelé « cassette
floxed NeopA-41 », est encadré de deux bras d’homologie : un petit bras en 5’ et un grand en 3’. Les fléches
indiquent le sens de transcription de MAGEAI, Neo et DTA. Les sites LoxP sont indiqués par une pointe de
fleche noire. (B) Représentation schématique de pPROSA26Neo-A4/ linéarisé par Kpnl. Les amorces utilisées au

cours de ce mémoire sont représentées par des fléches.



II.2. Insertion de la cassette « floxed-NeopA-Al » entre les deux bras
d’homologie de pPROSA26PA

La cassette « floxed NeopA-A417 » a ensuite été insérée entre les deux bras d’homologie
de pPROSA26PA. Nous avons excisé la cassette de pBigT-4/ avec les enzymes de restriction
Ascl et Pacl. Les produits de cette digestion ont été séparés par électrophorése en gel
d’agarose et la bande de 4400 bp correspondant a la cassette « floxed NeopA-417 » a été
purifiée a partir du gel (Figure 30)
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Figure 30 : Photographie aprés électrophorése en gel d’agarose. Le clone pBigT-41 a été digéré par Ascl et
Pacl. La piste n°1 correspond a la restriction de pBigT-A4/ par Ascl et par Pacl. La bande de 4400 bp correspond
a la cassette « Floxed NeopA-417 ». Ce fragment a été purifié sur gel (piste n°2). pBigT-4/ non restreint a été
déposé sur la piste n°3. 1Kb=marqueur de poids moléculaire.

Parallélement, nous avons digéré pROSA26PA par Ascl et par Pacl (Figure 31).
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Figure 31 : Photographie aprés électrophorése en gel d’agarose du profil de restriction par Ascl et Pacl de
pROSA26PA. hindIll= marqueur de poids moléculaire



Nous avons ensuite ligué le vecteur pPROSA26PA (Ascl-Pacl) avec la cassette « floxed
NeopA-41 » possédant aussi des extrémités Ascl et Pacl (Figure i). Des bactéries ont été
transformées par le produit ce cette ligation et sélectionnées sur un milieu contenant de
I’ampicilline. Plusieurs centaines de colonies Ap' ont été obtenues.

Afin d’identifier des clones contenant le plasmide voulu, nous avons criblé les
colonies bactériennes Ap' par hybridation avec une sonde d’ADN radioactive spécifique de
MAGEA]I : le fragment PCR obtenu avec les primer AIS et A1AS sur de ’ADN de
pCDNAIALI (Figure 32 et 33).
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Figure 33 : Autoradiographie de la
membrane hybridée par la sonde
radioactive

Figure 32 : Photographie apres électrophorése en
gel d’agarose de la sonde synthétisée par PCR en
utilisant les amorces A1-S et A1-AS et purifiée. Le
poids moléculaire attendu est de 1 018bp. 1Kb=
marqueur de poids moléculaire.



Dans le but de vérifier que les spots de radioactivité observés aprés hybridation
correspondent au plasmide pPROSA26Neo-A4/ attendu, nous avons criblé par PCR certaines
colonies bactériennes correspondant aux spots de radioactivité en utilisant une amorce sens
située dans la cassette Neo (neolox1692) et une amorce anti-sens s hybridant sur MAGEA ]
(A1-AS). Les produits de PCR ont été analysés par électrophorése en gel d’agarose. La
présence d’une bande de 2600 bp indiquait que les clones 5, 11 et 17 contiennent le plasmide
voulu (données non montrées).

L’ADN plasmidique des clones 5,11 et 17 a été préparé par lyse alcaline et digéré par
Nhel+Sacll, Nhel+Notl, Pacl+Sacll, Ascl+Nhel, Ascl+Nhel et par EcoRI, Sall, Sacll, Agel
et Ncol. (Figure 34). Le poids moléculaire des fragments obtenus correspondait aux PM
attendus ce qui a confirmé que ces clones contiennent bien le plasmide attendu. Comme
derni¢re vérification, nous avons séquencé différentes parties du plasmide a I’aide des
amorces ROSAS, ROSAAS, NeoF, NeoR, All, A1S, AT1AS, bGH-AS, R et F. Les séquences
obtenues par ce séquencgage confirment que ces clones contiennent bien le plasmide attendu.
Dans la suite des manipulations, seul le plasmide pROSA26Neo-41-5 a été retenu.
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Figure 34 : Photographie apres électrophorése en gel d’agarose du profil de restriction obtenu par les doubles
digestions : (A) piste 1 et 2 : Nhel-Sacll respectivement sur les clones 5 et 17 Notl (attendu 7046 bp, 3986 bp,
2009 bp et 1724 bp). Piste 4 : Nhel+Notl (attendu 7046 bp, 3986 bp, 2009 bp et 1724 bp), la piste 3 correspond a
pROSA26NeopA-A41 non clivé. (B) piste 1 : Pacl+Sacll (attendu 1080 bp, 4630 bp et 9054 bp), (C) piste 1 :
Ascl+Nhel (attendu 2027 bp, 1706 bp et 11 038 bp), piste 2 Nhel+Ndel (attendu 3733 bp, 1592 bp, 9440 bp).

I1.3. Test de recombinaison des sites LoxP

Afin de vérifier la fonctionnalité des sites LoxP dans la construction, des bactéries
compétentes contenant p705Cre, un plasmide d’expression de Cre, ont été préparées et
transformées par pPROSA26Neo-4/. Le promoteur Cre dans p705Cre est activable a 37°C et
I’origine de réplication de ce plasmide est thermosensible de sorte qu’il ne se réplique pas a
37°C. Les transformants ont été cultivés a 37°C soit en présence d’ampicilline, soit en
présence d’ampicilline et de kanamycine. Si la recombinaison a bien eu lieu, les transformants



devaient devenir sensibles a la kanamycine (Kan®). C’est en effet ce que nous avons observé.
Afin de vérifier que la séquence floxée a bien été excisée, une PCR a été effectuée sur les
colonies résistant a I’ampicilline mais sensibles a la kanamycine. Les amorces choisies pour
cette PCR s’hybrident de part et d’autre de la cassette « floxed NeopA ». Il s’agit de I’oligo
ROSA-S s’hybridant sur le petit bras d’homologie en 5’ et de 1’oligo A1-I s’hybridant sur
I’autre brin en aval du deuxiéme site LoxP. La présence d’une bande de 700 bp indique que la
délétion de la cassette « floxed NeopA » a bien eu lieu (Figure 35).
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Figure 35 : Photographie sous UV apres électrophorése en gel d’agarose des produits de PCR obtenus par les
oligos ROSAS et A1l aprés transformation des bactéries électrocompétentes contenant p705 Cre par
pROSA26Neo-A1 et activation du promoteur Cre a 37°C. Le fragment attendu était de 700bp. 100bp = marqueur
de poids moléculaire.

I1.4. Obtention de cellules ES exprimant MAGEAI de maniére
conditionnelle

11.4.1. Transformation des cellules ES

Des cellules ES de la lignée E14 ont été électroporées par pPROSA26Neo-A4/ linéarisé
par Kpnl (Figure 36). Apres transformation, les cellules ES transfectées ont été sélectionnées
en présence de généticine et des colonies sont apparues aprés une semaine de sélection.



Figure 36 : Photographie sous UV aprés linéarisation de pROSA26Neo-47 par Kpnl. Les pistes n°1 et 2
correspondent a pPROSA26Neo-Al linéarisé par Kpnl. La piste n°3 correspond & pROSA26Neo-Al non
linéarisé.

Deux cents colonies ont été repiqués et divisées en deux cultures. La premiére culture
a été congelée tandis que la seconde a été lysée pour en extraire I’ADN et réaliser le criblage
des recombinants.

A priori, il doit exister deux sortes de transfectants Neo', ceux ou I’ADN de la
construction pourrait s’étre inséré de manicre aléatoire et ceux ou le vecteur s’est intégré par
recombinaison homologue. Les clones qui nous intéressent sont ceux qui ont subi une double
recombinaison homologue avec pour conséquence le remplacement du matériel
chromosomique contenu entre les deux bras d’homologie par le matériel inséré entre les deux
bras du vecteur : la cassette « floxed NeopA-41 ». Nous avons recherché ces recombinants
par PCR en utilisant un oligo « sens » spécifique du locus mais absent du vecteur (MROSAS)
et un oligo « anti-sens » spécifique de notre vecteur (BigA1AS) s’hybridant sur la séquence
acceptrice de splicing SA (Figure 37). Aucun des clones testés ne s’est révélé positif pour
cette PCR.



Figure 37 : Représentation schématique de la recombinaison homologue attendue entre pPROSA26NeopA-Al et
I’ADN génomique dans les cellules souches. Les sites d’hybridation des oligos utilisés lors des différents tests de
PCR sont indiqués par des fléches.

Ce résultat peut s’expliquer a priori de trois fagons possibles. Premi¢rement, ’ADN
extrait pourrait ne pas étre de qualité suffisamment bonne pour permettre son amplification
par PCR. Deuxiémement, le systéme d’amplification (polymérase, primers) par PCR ne
fonctionne pas. Et dans le troisieme cas, il se pourrait que la double recombinaison
homologue n’ait eu lieu dans aucun des 200 clones analysés. Nous avons décidé de vérifier
ces différentes hypothéses. La premiére étape consistait a tester I’ADN extrait. Nous avons
essayé d’amplifier un amplicon du géne MAGEA présent dans pPROSA26Neo-Al. Pour cela,
nous avons utilisé deux amorces s hybridant sur MAGEAI : I’une s’hybridant en sens (A1S)
et I’autre s’hybridant au niveau de I’autre brin d’ADN (A1AS) (Figure 38). La présence d’une
bande a 1000 bp indique que nous avons de I’ADN dont la qualité est suffisamment bonne
pour permettre son amplification et que nos colonies sont bien des transformants. Afin de
tester notre deuxiéme hypothése, nous avons procédé a une série de PCR dans le but de tester
les oligos utilisés lors du criblage. L’oligo BigA1AS s’hybridant en « anti-sens » sur la
séquence acceptrice de splicing (SA) a ¢été test¢ par PCR sur la construction
pROSA26NeopA-41. L’amorce sens choisie s’hybride en « sens » sur pBluescript et est
appelée Forward (F). La présence d’une bande a 1130 bp indique que le petit bras
d’homologie a pu étre amplifié par les oligos BigA1AS et F. Ceci prouve que BigA1AS est
fonctionnel et que le petit bras d’homologie peut étre amplifié par PCR dans les conditions
testées (Figure 39).
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Figure 38 : Photographie sous UV aprés électrophorése en gel d’agarose des produits de PCR obtenus avec les
oligos A1S et A1AS sur ’ADN génomique des cellules ES transfectées. Le contréle positif correspond a la
méme PCR mais effectuée que pcDNAIAI1. Pour le controle négatif, de 1’eau a été utilisée en lieu et place de
I’ADN.
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Figure 39 : Photographie sous UV apres électrophorése en gel d’agarose des produits de PCR obtenus par les
oligos BigA1AS et F sur pPROSA26NeopA-Al. Le fragment attendu était de 1130 bp. Pour le contrdle négatif,
de I’eau a été utilisée en lieu et place de I’ADN. 1Kb=marqueur de poids moléculaire.

L’oligo MROSAS s’hybridant de maniére spécifique avec le locus a ensuite été testé
par PCR sur ’ADN génomique de souris. Nous avons décidé de tenter d’amplifier le petit
bras d’homologie dans I’ADN génomique de souris. Pour ce, nous avons réalis¢ une PCR
avec I’oligo MROSAS spécifique du locus dans I’ADN génomique de souris et AD2AS
s’hybridant en « anti-sens » sur le petit bras d’homologie. Le fragment attendu était de 1Kb.
Aucune amplification n’a été observée, ce qui suggere que notre méthode de criblage n’était
pas fonctionnelle. Nous ne pouvons donc rien conclure quant a I’insertion de la construction
dans I’ADN génomique.

II1. Discussion et perspectives

Le premier géne MAGE fut découvert en 1991. Depuis, de nombreux génes de cette
famille ont pu étre identifiés chez I’homme et la souris. Ceux-ci ont été classés en deux
catégories : les génes MAGE de type I et de type II. Les génes MAGE de type I constituent la
majorité des génes MAGE. Parmi ceux-ci, MAGEAI est exprimé spécifiquement dans les
testicules et dans certaines cellules tumorales. L’expression de MAGEAI dans les tumeurs
semble causée par des événements de déméthylation du génome qui se produisent lors du
processus de transformation tumorale. Cette expression pourrait donc n’étre qu’un
épiphénoméne. Cependant, il est tentant d’imaginer que 1’expression de MAGEAI dans les
tumeurs confere a celles-ci des propriétés favorisant leur transformation.

Nous avons donc décidé de tester I’hypothése selon laquelle MAGEAI serait un
oncogene. Des fibroblastes embryonnaires murins seront alors transformés avec MAGEAI et



la formation éventuelle de « foci » dans les cellules transfectées sera évaluée. Ce mémoire
s’inscrit dans le cadre d’un projet visant a analyser les effets de 1’expression ectopique de
MAGEAI in vivo, dans des souris transgéniques exprimant MAGEAI de maniére
conditionnelle. Le croisement de cette lignée avec différentes lignées de souris transgéniques
Cre devrait permettre d’exprimer MAGEAI dans différents tissus dans lesquels 1’apparition
éventuelle de tumeurs sera étudiée. Outre ces perspectives tres orientées, ce modéle permettra
d’évaluer in vivo les conséquences de I’expression de MAGEA 1 dont la fonction est a ce jour
encore peu connue. Dans ce but, nous avons élaboré un vecteur d’expression conditionnelle
de MAGEAI activable par le systéme Cre/lox et introduit ce vecteur dans des cellules souches
embryonnaires de souris.

Utiliser le systéme Cre/Lox pour activer de maniere conditionnelle la transcription de
MAGEAI impliquait I’insertion de ce géne derriere un terminateur transcriptionnel flanqué de
deux sites LoxP. Nous avons ensuite choisi d’introduire le transgéne dans un locus
comportant un promoteur « ubiquiste », le locus ROSA26, entre deux bras d’homologie
permettant la double recombinaison homologue. Lorsque notre vecteur fut construit, nous
I’avons introduit dans des cellules souches embryonnaires.

Apres transformation, les cellules ES ont été sélectionnées en présence de généticine et
des colonies sont apparues apres une semaine de sélection. Deux cents clones ont été repiqués
et apres extraction de I’ADN, nous avons cherché les recombinants par PCR. Aucun des deux
cents clones testés ne s’est avéré positif pour cette PCR. Aprés différents tests, nous avons
réalisé que la technique de criblage utilisée n’était peut étre pas fonctionnelle. Afin contourner
ce probléme, nous allons réaliser le criblage des transformants par Southern blot plutot que
par PCR.

Si le criblage par Southern blot s’avére positif, une série de vérifications seront
effectuées. Nous vérifierons par Southern blot qu’aucun réarrangement important du locus n’a
eu lieu et qu’aucune copie supplémentaire du vecteur n’est intégrée ailleurs dans le génome.
Le caryotype des cellules ES sera aussi analysé. Ces vérifications faites, les cellules ES seront
soit injectées dans des blastocystes de souris sauvages soit agrégées avec des morules au stade
8-16 cellules. Les embryons seront réimplantés dans 1’utérus de meéres porteuses et les souris
chimériques seront croisées avec des femelles sauvages de maniere a vérifier que le transgene
est transmis a la descendance. Les animaux transgéniques seront finalement croisés avec des
souris transgéniques Cre en vue d’obtenir des souris hétérozygotes pour 1’expression
conditionnelle de MAGEAI.
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