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Résumé 

Les gènes et protéines MAGEA (Melanoma Antigen Gene A) sont exprimés dans différents 
histotypes de tumeurs mais sont silencieux dans les cellules normales à l'exception des cellules 
germinales mâles. Plusieurs études suggèrent que leur expression pourrait fournir un avantage 
aux cellules cancéreuses. En effet, celle-ci a été associée avec des stades plus avancés de la 
pathologie, le développement de métastases et une résistance accrue aux traitements 
chimiothérapeutiques. Au niveau moléculaire, plusieurs protéines MAGEA réduisent l'activité 
et le niveau du suppresseur de tumeur p53. Afin d'évaluer le rôle de MAGEAl dans 
l'oncogenèse, un modèle de souris transgénique exprimant la protéine MAGEAl humaine de 
manière inductible a été développé dans notre laboratoire. L'objectif de ce travail était de 
caractériser l'expression de MAGEAl dans les tissus de ces souris et de vérifier sa capacité à 
exercer ses fonctions dans un contexte cellulaire de souris. Ceci a été réalisé en étudiant l'effet 
de l'expression de MAGEAl sur le niveau et sur l'activité de p53 dans plusieurs types 
cellulaires. En parallèle, la capacité de MAGEAl à conférer une résistance à plusieurs agents 
chimiothérapeutiques a été évaluée dans des cellules où l'expression de la protéine a été forcée 
ainsi que dans des cellules primaires dérivées des souris transgéniques. Finalement, un projet 
visant à déterminer, in-vivo, le rôle de MAGEAl dans l'oncogenèse a été initié en croisant des 
souris exprimant MAGEAl de manière ubiquitaire avec des souris générant spontanément des 
mélanomes. 
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1. Introduction 

1. Découverte des gènes MAGE 

C'est en 1991 que le gène MAGE-1, renommé depuis MAGEAl, fût identifié par sa 
capacité à diriger l'expression d'un antigène présenté à la surface de cellules de mélanomes 
[1]. Les antigènes de surfaces spécifiques des tumeurs suscitent un intérêt grandissant en 
raison de leur capacité à induire une protection immunitaire anti-tumorale dans des modèles 
de cancer chez la souris [2]. Ces antigènes de surface sont des peptides reconnus par des 
lymphocytes T cytotoxiques (CTL). MAGEAl code pour une protéine dont la dégradation 
produit un peptide de ce type. 

MAGEAl est composé de trois exons, les deux premiers sont non codants et le troisième 
spécifie une protéine de 320 acides aminés. Le séquençage du gène humain a permis 
d'identifier plus de 60 autres gènes homologues formant la famille des gènes MAGE [3]. 
Les protéines MAGE partagent un domaine d'environs 200 acides aminés nommé MHD 
(MAGE Homology Domain) dont la fonction est mal connue. Récemment, une étude a 
montré que le MHD permet aux protéines MAGE d'interagir avec des E3 ubiquitine ligases 
et de moduler leur activité [4] 

2. La famille des gènes MAGE 

En fonction de leur profil d'expression dans les tissus, les gènes MAGE peuvent être 
répartis en deux grandes familles : les MAGE de type I (MAGE-I) et ceux de type II 
(MAGE-II). Les membres de chacune des deux familles se répartissent en sous-familles en 
fonction de la ressemblance de leur séquence et de leur proximité physique sur les 
chromosomes (Figure 1) [3][5]. 

Les gènes MAGE-I sont souvent exprimés dans les cellules cancéreuses mais sont 
silencieux dans les cellules normales, excepté dans ce1iaines cellules de la lignée germinale. 
Certains sont aussi exprimés dans le placenta. Pour cette raison, on les qualifie parfois de 
« cancer testis antigens » ou de « cancer germline antigens ». 
Le gène MAGEAl fait partie d'un groupe de 12 gènes (MAGEAl à 12) organisés en 
chapelet dans la région Xq28 qui forment la sous famille MAGEA. Deux autres sous­
familles de MAGE-I, les MAGEB (18 gènes) et les MAGEC (7 gènes), ont été identifiés 
sur le chromosome X, respectivement dans les régions p21 et q27-28. La structure de ces 
gènes est semblable à celle de MAGEAl avec un seul exon codant. 

Contrairement aux MAGE-1, les MAGE-II (15 gènes chez l'homme) sont exprimés dans de 
nombreux tissus normaux adultes et embryonnaires. Certains d'entre eux sont localisés sur 
des autosomes. Certains MAGE-II (les MAGED) ont plusieurs exons codants. Une autre 
différence est que les extrémités C- et/ou N-terminales des protéines MAGE-II sont plus 
longues que celles des MAGE-I [6]. La fonction des protéines MAGE-II n'est pas encore 
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bien établie. Certaines d'entre elles telles que NECDIN et MAGEDl sont impliquées dans 
la régulation de la prolifération, de la survie et de la différenciation dans le système nerveux 
[7]'[8]'[9]'[ 1 O]. 
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Figure 1 : Localisation chromosomique des gènes MAGE humains[3]. 

3. Evolution et conservation des gènes MAGE 

Les premiers gènes MAGE de souris (Mage-bl ,  -b2 et-b3) ont été identifiés par De Backer 
et al. en utilisant une sonde correspondant à une partie du gène MAGEAl humain [11][12]. 
D'autres gènes Mage de la souris ont été identifiés par la suite et forment les familles Mage­
a et Mage-b [3]. La structure et la localisation des gènes Mage de souris sont semblables à 
celle des gènes humains : la majorité des gènes sont localisés sur le chromosome X et 
comportent une ORF entièrement comprise dans le dernier exon. Comme chez l'homme, 
ce1iains gènes Mage de souris sont exprimés spécifiquement dans divers types de cellules 
cancéreuses et dans certaines cellules de la lignée germinale mâle [13]. 

Entre l'homme et la souris, les gènes MAGE-! sont peu conservés (beaucoup moins que la 
moyenne des gènes) (Tableau) [14]. Les gènes de souris les plus proches de MAGEAl sont 
Mage-a6 (58% d'identité de séquence nucléotidique) Mage-a5 et Mage-a8 (42% de 
similarité de séquence d'acide aminés). A l'exception des MAGED (contenant treize exons 
dont onze codant la protéine) les autres gènes MAGE présentent une structure moins 
complexe dont la séquence codante se situe dans un seul exon. Ceci suggère qu'un gène 
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MAGE a subi des événements de rétrotranspositions qui sont à l'origine des autres sous­
familles de gènes MAGE [12]. L'émergence et l'expansion des MAGE-I n'est observée que 
chez les mammifères euthériens après leur séparation des marsupiaux alors que les gènes 
MAGE-II étaient déjà présents plus tôt au cours de l'évolution [15][16]. 

Pe1·centnge Identlty of the Human 1llAGE nnd l\fu1·ine 1l'1t1ge 
Codlng Sequences 1111d Putative )>1'(1tel11 Sequences 

A/age-a/ A/age-al A/age-a3 Mage-a./ Mage-a.5 Mage-a6 Alage-aS 

A,MGE-AI 57 (39)' 57 (39) 57 (41) 53 (38) 55 (42) 58 (41) 55 (<12) 
A-l4GE-A2 54 (39) 54 (39) 54 (39) 48 (39) 54 (•10) 54 (41) 54 (40) 
,\.L4GE-.-13 41 (39) 40 (39) 42 (39) 48 (38) 42 (39) 54 (41) 41 (38) 
MAGE-A4 54 (40) 55 (39) 54 (41) 52 (40) 56 (41) 55 (42) 55 (•I 1) 
,\,HGE-A6 41 (39) 41 (39) 43 (39) 49 (38) 43 (39) 54 (41) 41 (38) 
MAGE-.-18 51 (44) 52 (•13) 55 (•13) 52 (38) 45 (45) 45 (40) 44 (<13) 
MAGE-A9 52 (39) 52 (39) 51 (38) 54 (37) 55 (41) 52 (41) 51 (39) 
MAGE-A/0 58 (46) 58 (•16) 59('17) 60 (48) 61 (47) 59 (48) 5,1 (47) 
,\,L4GE-AI I 47 (41) 47 (41) 56 (42) 54 (41) 47 (42) 58 (43) 47 (41) 
AHGE-A/2 54 (38) 54 (38) 54 (39) 51 (39) 54 (39) 5•1 (40) 54 (•10) 
MAGE-BI 46 (34) •17 (34) 46 (34) 50 (33) 46 (38) 45 (35) 46 (34) 
AHGE-82 45 (34) 46 (34) 51 (35) 46 (32) 51 (36) 46 (36) 51 (36) 
AL4GE-B3 46 (37) 45 (37) 44 (38) 43 (34) 45 (38) 44 (38) 54 (38) 
,\,L4GE-B4 51 (41) 51 (41) 51 (•11) 52 (40) 49 (42) 48 (42) 50(<11) 
AL4GE-CI 56 (44) 56 (44) 55 (46) 38 (46) 50 (44) 54 (45) 55 (43) 
,\fage-b / 12 34 (33) 34 (33) 35 (35) 31 (35) 35 (35) 35 (35) 34 (33) 
,\lage-b3 34 (34) 35 (33) 35 (35) 43 (35) 35 (36) 35 (35) 34 (34) 
dmnl' 35 (35) 34 (35) 34 (36) 50 (37) 36 (36) 33 (35) 40 (35) 
Mage-a/ 100 99 (98) 97 (95) 8•1 (70) 97 (96) 97 (93) 97 (95) 
1\1age.n2 100 98 (96) 84 (69) 98 (97) 96 (92) 98 (95) 
Mage-a3 l00 83 (69) 97 (95) 96 (93) 97 (94) 
Mage-a4 100 85 (71) 83 (65) 84 (69) 
Mage-a.5 100 96 (93) 97 (96) 
Mage-a6 100 96 (93) 
Mage-a8 100 

Tableau présentant le pourcentage de similarité entre les séquences en nucléotides et en acides 
aminés entre les gènes MAGE murins ainsi qu'avec leurs 01thologues humains[l4]. 

4. Gènes MAGE-1 

4.1. Régulation transcriptionnelle 

Afin de déterminer la façon dont l'expression des gènes MAGE-I est régulée, une étude du 
promoteur de MAGEAl a été réalisée par le groupe de C. De Smet. Des sites de liaison 
pour des facteurs de transcription de la famille Ets ont été identifiés [17]. Ces facteurs Ets 
sont exprimés et actifs de manière ubiquitaire et leur implication ne peut pas expliquer 
l'expression spécifique de MAGEAl dans les cellules germinales et cancéreuses. Un 
facteur essentiel du contrôle de l'expression de MAGEAl est le statut de méthylation de 
son promoteur. Deux régions principales contrôlant l'activation transcriptionnelle de 
MAGEAl sont localisées à proximité d'ilots CpG qui, lorsqu'ils sont méthylés, inhibent la 
liaison des facteurs Ets à l' ADN. L'expression de MAGEAl peut être induite dans des 
cellules cancéreuses ou normales par un traitement avec l'agent déméthylant 5-aza-2-
déoxycytidine. L'analyse du niveau de méthylation de l' ADN a montré que les cellules 
tumorales exprimant MAGEAl avaient un niveau de méthylation des CpG de 29% alors 
qu'il était de 52% dans les cellules tumorales n'exprimant pas MAGEAl . La déméthylation 
de la région promotrice de MAGEAI serait ainsi le mécanisme responsable de son 
expression dans les cellules cancéreuses. Il semble que ce mécanisme de régulation soit 
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identique pour les autres MAGE-1 [18]'[19]. C. De Smet et al. ont également montré que 
l'hypométhylation de la région promotrice de MAGEAl dans les cellules cancéreuses 
serait le résultat d'un processus de déméthylation transitoire suivi d'une inhibition de la 
reméthylation par certains facteurs de transcriptions [20]. 

En 2006, Schwarzenbach et al. ont montré que, outre la méthylation, la régulation de 
expression de plusieurs gènes MAGE-1 était aussi contrôlée par l'acétylation des histones 
[21]. En effet, un traitement des cellules par la trichostatine A, un inhibiteur d'histones 
déacétylase (HDAC), augmentait l'induction de MAGEAl, -A2, -A3 et -A12 provoquée 
par la déméthylation de l' ADN. 

L'existence de mécanismes de régulation post transcriptionnels des gènes MAGEA a été 
mise en évidence par Weeraratne et al qui ont montré que miR34-a peut cibler une région 
3' non traduite des gènes MAGEA et induire une diminution des protéines qu'ils spécifient 
[22]. 

4.2. Expression des gènes MAGE-1 dans la lignée germinale mâle 

Leur profil d'expression indique que les gènes MAGE pourraient avoir un rôle dans la 
spermatogenèse. Au cours de celle-ci, les spermatogonies subissent des divisions rapides. 
Ces spermatogonies se différencient en spermatocytes primaires (diploïdes) puis, au cours 
de la méïose, en spermatocytes secondaires (haploïdes) qui se divisent à leur tour pour 
produire des spermatides. Au cours de la spermiogenèse, les spermatides subissent des 
modifications et deviennent des spermatozoïdes matures qui seront libérés dans la lumière 
des tubules séminifères. 

En 1995, Vennstrom et al. ont montré par hybridation in-situ que les gènes Mage-b étaient 
exprimés par les spermatides [23]. Une autre étude a montré l'expression des gènes Mage 
de souris diffère en fonction des stades de maturation des cellules spermatogéniques [24]. 

Chez l'homme, les protéines MAGEAl et MAGEA4 sont présentes dans le noyau et dans 
le cytoplasme des spermatogonies et des spermatocytes primaires [25]. 

Ces observations suggèrent l'existence d'un rôle des gènes MAGE-1 au cours de la 
spermatogenèse et que les protéines des différentes sous-familles sont impliquées dans des 
étapes distinctes de ce processus. 
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5. Fonction des protéines MAGE-1 

5.1. Contrôle transcriptionnel 

En 2004, grâce à la technique du double hybride, l'équipe de E. De Plaen et T. Boon a 
montré que MAGEAl est capable d'interagir avec la protéine adaptatrice SKIP. Cette 
protéine est impliquée dans diverses voies de signalisation et joue le rôle d'adaptateur entre 
des facteurs de transcription ( qui se lient à l 'ADN) et des protéines activant ou réprimant la 
transcription. 

Une des voies de signalisation dans laquelle SKIP est impliquée est la voie Notchl .  Cette 
protéine est un récepteur transmembranaire important pour la communication inter­
cellulaire au cours du développement. Lors de la liaison d'un ligand au récepteur Notch, ce 
dernier subit un double clivage suite à l 'action de deux protéases. Le fragment 
cytoplasmique de Notch, Notchl IC, migre alors vers le noyau où il joue un rôle d'activateur 
transcriptionnel en s'associant notamment avec la protéine de liaison à l' ADN CBFl (C­
promoter binding factor 1 ). CBFl a normalement un rôle d'inhibiteur de la transcription via 
son interaction avec SKIP et un complexe corépresseur contenant des HDACs (histones 
deacetylases) (Figure 2 i)). Lors du clivage de Notch, cette inhibition est levée suite à 
l'interaction de Notchl IC avec SKIP et se poursuit par le recrutement d'un complexe 
contenant des HACs (histones acetyltransferases) et d'autres co-activateurs 
transcriptionnels, menant à une augmentation de l'activité transcriptionnelle des gènes 
cibles de Notch [26] (Figure 2 ii)). 

i )  

SKIP 

i i )  

SKIP 

�+ 
,----_ON 

Figure 2 : Représentation schématique de l'activation de ses gènes cible par Notchl [26]. 

Il semble que l'activation transcriptionnelle exercée par Notchl IC puisse être inhibée par 
MAGEAl qui dissocierait la liaison entre Notchl IC à SKIP ou masquerait le domaine 
d'activation de Notchl IC. En plus de sa faculté à lier la protéine adaptatrice SKIP, 
MAGEAl serait capable de recruter HDACl ,  ce qui entrainerait une modification de la 
conformation chromatinienne[26]. 
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5.2. Altération des fonctions de p53 

Différentes études ont montré que les protéines MAGE-I interfèrent avec p53 par plusieurs 
mécanismes. Avant de parler de la relation MAGE-p53, il est nécessaire de passer en revue 
les fonctions de cette protéine. 

Le facteur de transcription p53 spécifié par le gène TP53 est muté dans plus de 50% des 
cancers. p53 est impliquée dans des processus important pour le maintien de l'intégrité 
génomique et joue un rôle dans les mécanismes de réparation de l' ADN, dans le contrôle 
du cycle cellulaire, de l 'apoptose et de la sénescence. Divers types de stress peuvent activer 
cette protéine tels que les dommages à l' ADN, l 'hypoxie ou l'activation d'oncogènes [27]. 

En absence de stress, p53 est maintenu à un faible niveau dans les cellules normales suite à 
son ubiquitination par l'ubiquitine ligase Mdm2 suivie de sa dégradation par la voie du 
protéasome. Son temps de demi-vie est alors évalué à maximum vingt minutes en fonction 
du type cellulaire. En condition de stress, ce temps de demi-vie augmente et peut être de 
plusieurs heures. En effet, lorsqu'une cellule subit un stress, celui-ci active des protéines 
capables d'augmenter la demi-vie de p53 soit en lui apportant directement des modifications 
soit en inhibant son ubiquitination par Mdm2. Cette dernière est considérée comme la 
principale protéine responsable de la régulation de p53 mais d'autres ubiquitine ligase E3 
ont été identifiées et jouent un rôle dans le contrôle de la stabilité et de la dégradation de 
p53 [28]. 

Lorsque l'action de ces ubiquitine ligases est abolie, p53 s'accumule dans la cellule et subi 
des modifications supplémentaires telles que des acétylations et des phosphorylations à des 
sites spécifiques permettant sa stabilisation et augmentant sa capacité de liaison à l' ADN. 
Une fois lié à une séquence cible, p53 recrute des cofacteurs et entraine une activation ou 
une répression de la transcription qui favorisera l 'arrêt du cycle cellulaire, la réparation de 
l'ADN, la sénescence ou l'apoptose [29]. Par ces mécanismes, p53 protège les cellules de 
la transformation cellulaire, ce qui explique qu'une perte de fonction de p53 fournisse un 
avantage décisif à la progression des tumeurs. 

Dans une cellule normale, il y a un équilibre entre le taux de protéines pro-apoptotiques 
(Bax, Bak, NOXA, . . .  ) et anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-XL). Lorsqu' il est activé, p53 
augmente l'activité transcriptionnelle de gènes pro-apoptotiques et réprime celle de gènes 
anti-apoptotiques. Suite au déséquilibre, les facteurs pro-apoptotiques Bak et Bax 
s' oligomérisent et forment des pores dans la membrane mitochondriale permettant la 
libération du cytochrome c depuis l'espace intermembranaire de la mitochondrie et le 
déclenchement de l'apoptose via la voie intrinsèque. p53 peut aussi activer la voie 
extrinsèque du processus apoptotique en augmentant la transcription du gène Fas [30]. 

Finalement, p53 peut former un complexe avec les molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et 
Bel-XL. Par ce mécanisme ne faisant pas intervenir ses propriétés de facteur de 
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transcription, p53 permet la libération du cytochrome c et le déclenchement du processus 
d'apoptose [31]. 

5.2.1. Recrutement d'histones déacétylases 

Nous avons vu que MAGEAl est capable de réprimer certains gènes en recrutant des 
HDACs [26]. En 2006, Monte et al. ont montré que MAGEA2 est capable de s'associer 
avec p53 et de réduire ses fonctions d'activateur transcriptionnel en recrutant !'histone 
déacétylase 3 (HDAC3). Cette dernière serait responsable d'une inactivation des fonctions 
de transactivations de p53 en déacétylant p53 lui-même ainsi que les histones situées à 

proximité des séquences d'ADN liées par p53 [32]. MAGEA2 serait ainsi capable, en 
recrutant des HDAC au niveau de sites de liaisons de p53, de transformer ce dernier en 
répresseur transcri ptionnel. 

5.2.2. Interaction directe avec p53 

Dans une autre étude, Marcar et al. ont montré que plusieurs protéines MAGEA (-2 et -6) 
peuvent interagir directement avec p53 au niveau de son domaine de liaison à l' ADN. La 
répression des gènes MAGEA dans des cellules cancéreuses entrainait une augmentation 
de l'expression de plusieurs cibles de p53 telles que p21 et PUMA. Il semble donc que les 
protéines MAGE-! soient capables d'inhiber les fonctions transcriptionnelles de p53 en 
empêchant sa liaison aux promoteurs de ses gènes cibles [33]. 

5.2.3. Interaction avec des ubiquitines ligases E3 à domaines RING 

Une étude consacrée à des protéines MAGE-! murines et humaines a montré que certaines 
d'entre elles sont capables d'interagir avec la protéine KAPl (KRAB-associated protein) 
aussi connu sous le nom de TRIM28 [34]. Cette protéine a la capacité de se lier aux 
protéines de la famille des KRAB-zinc finger proteins (KRAB-ZFP) qui sont connues pour 
leur rôle dans la répression de la transcription [35]. Même si elles possèdent un domaine de 
liaison à l' ADN, les KRAB-ZFP ont besoin de corépresseurs pour assurer la répression de 
leurs gènes cibles. KAPl, via son domaine RING, peut se lier aux KRAB-ZFP et jouer le 
rôle de corépresseur. 
Lorsqu'une KRAB-ZFP reconnait la séquence de l'une de ses cibles, elle s'y lie et recrute 
KAP 1 qui va former une sorte d'échafaudage permettant la formation d'un complexe de 
répression formé d'histones déacétylases, d'histones méthylases et d'autres protéines 
provoquant la condensation de la chromatine et donc une diminution de l'activité 
transcriptionnelle [36]. 

KAPl est également capable d'interagir avec Mdm2 qui possède aussi un domaine RING. 
Comme nous l'avons vu plus haut, cette protéine joue un rôle majeur dans la régulation des 
fonctions de p53 principalement en provoquant sa dégradation par le protéasome suite à son 
ubiquitination. Mdm2 est également capable de bloquer les fonctions de p53 en masquant 
son domaine de transactivation, en empêchant son acétylation ou en recrutant des HDAC 
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responsables de sa déacétylation. KAPl est ainsi capable de moduler les fonctions de p53 
via son interaction avec Mdm2. Notamment, KAPl inhibe l'acétylation de p53 en recrutant 
des HDAC au complexe p53/Mdm2/KAP1, diminuant ainsi la capacité de p53 à se lier aux 
promoteurs de ses gènes cibles [37]. KAPl peut cependant interagir avec p53 
indépendamment de Mdm2 [ 4]. 

La répression de l'expression de MAGE-! par interférence ARN dans des cellules de 
mélanomes entraine une diminution de la formation de complexes p53-KAP1 ,  de la 
prolifération, de la viabilité et induit l'apoptose. Aucun effet sur la viabilité n'a été constaté 
après répression des MAGE dans les cellules cancéreuse HTC116 qui sont déficientes en 
p53 indiquant que l'inhibition de l'apoptose par les protéines MAGE-! est due à leur effet 
sur p53 [34]. 

Plus récemment, les interactions entre les protéines MAGE et les protéines E3 ligases à 

domaine RING ont été mieux définies. En 2010, Doyle et al. ont étudié les interactions entre 
quatorze protéines MAGE et cinq E3 ligases à domaine RING. Les protéines MAGE se 
lient aux protéines à domaine RING via leur MHD mais de façon inattendue, cette 
interaction n'implique pas le domaine RING. Différentes associations MAGE/RING ont été 
identifiées. Par exemple, MAGEA2, -A3, -A6 et -C2 sont capables d'interagir avec KAPl ; 
MAGEB18 interagit avec LNXl ; MAGEFl et MAGEGl interagissent avec NSEl [4]. 

Les protéines à domaines RING constituent une grande famille d'ubiquitine ligase E3. Ces 
protéines sont bien connues pour leur rôle dans la cascade d'ubiquitination. Cette dernière 
se déroule en plusieurs étapes. Dans un premier temps, l'ubiquitine est activée par une 
première enzyme (El), l'enzyme d'activation de l'ubiquitine. Une enzyme de conjugaison 
(E2) permet ensuite le transfert de l'ubiquitine activée sur une cible grâce à son interaction 
avec une ubiquitine ligase (E3). La polyubiquitination de la protéine cible permet sa 
reconnaissance et sa dégradation par le protéasome. Les travaux de Doyle et al. ont 
démontré que MAGEGl et MAGEC2 augmentent l'activité E3 ligase de NSEl et de KAPl 
respectivement. NSEl possède uniquement une activité d'auto-ubiquitination, 
l'augmentation de son activité E3 ligase entraine une augmentation de son ubiquitination et 
de sa dégradation. En revanche, l'augmentation de l'activité ubiquitine ligase de KAPl par 
MAGEC2 est responsable d'une augmentation de sa propre ubiquitination mais aussi de 
l'ubiquitination et de la dégradation de sa cible p53 par le protéasome [38]. Cette découverte 
est en accord avec les observations précédentes associant l'expression des gènes MAGE-! 
avec une augmentation de la viabilité et une réduction de l'apoptose dépendante de p53. 
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Figure 3 : Action des protéines MAGE-1 sur les fonctions de p53. (A) Recrutement d'HDAC par 
les protéines MAGE-1 induisant l'inactivation des fonctions de transactivation de p53 suite à la 
déacétylation de p53 et des histones à proximité des régions d'ADN liées par p53. (B) Le 
renforcement de l 'activité ubiquitine ligase de KAPl par les protéines MAGE-1 augmente 
l'ubiquitination et la dégradation de p53 par le protéasome. KAPl peut aussi coopérer avec Mdm2 
pour stimuler cette ubiquitination. (C) Les protéines MAGE-1 peuvent empêcher l'interaction de 
p53 avec ses gènes cibles en se fixant à son site de liaison à I 'ADN. 

5.3. MAGE-1 et réponse à l'hypoxie 

Lors du développement d'une tumeur, il arrive un moment où les cellules situées au centre 
de la masse sont à une distance trop importante des vaisseaux sanguins pour recevoir une 
oxygénation correcte, on parle dès lors d'hypoxie. Pour faire face à ce manque d'oxygène, 
les cellules sont capables de s'adapter en activant la transcription de gènes impliqués dans 
des processus important tels que la stimulation de l'angiogenèse et du métabolisme du 
glucose. Par exemple, en cas de privation d'oxygène, le facteur de transcription HIF est 
capable d'activer la transcription du VEGF (Vascular Endothelial cell Growth Factor), 
permettant le recrutement et la prolifération de cellules endothéliales afin d'augmenter la 
vascularisation du site hypoxique [39]. 

Le facteur HIF se présente sous la forme d'un hétérodimère composé d'une sous unité a et 
d'une sous unité p. Les sous-unités p sont présentes de manière constitutive dans la cellule, 
en revanche, les sous-unités a subissent une régulation qui dépend de la quantité d'oxygène 
disponible. En condition de normoxie, l'hydroxylation de deux résidus localisés sur les sous 
unités a par des enzymes PHD (prolyl hydroxylases) permet leur interaction avec 
l'ubiquitine ligase VHL (Von Hippel Lindau), ce qui entraine leur dégradation par le 
protéasome. En cas d'hypoxie, les sous unités a sont stabilisées et transloquées dans le 
noyau où elles s'hétérodimérisent avec les sous-unités p et activent la transcription de gènes 
cibles. Aprelikova et al. ont montré que MAGEA9 et MAGEAl 1 sont capables d'interagir 
avec la PHD2. En inhibant l'activité de PHD2, MAGEAl 1 pourrait contribuer à la 
stabilisation des sous-unités a permettant l'activation du facteur HIF et une activation de la 
réponse hypoxique [ 40]. Par ce mécanisme, MAGEAl 1 pourrait ainsi contribuer au switch 
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angiogénique caractéristique de la croissance tumorale. De plus, le facteur HIF est impliqué 
dans la régulation des processus prolifératifs et invasifs des cellules ce qui implique qu'une 
augmentation de son activité pourrait s'associer avec un avantage pour les cellules malignes 
[39] 

5.4. Interaction entre MAGEAll et le récepteur aux androgènes 

Le récepteur aux androgènes (RA) est un facteur de transcription impliqué dans la 
régulation de gènes imp01iants pour le développement et le maintien des fonctions sexuelles 
mâle. Son activation dépend principalement d'une interaction avec deux hormones 
androgènes : la testostérone et la dihydrotestostérone (DHT). Une fois activé par un de ses 
ligands, le RA est transloqué vers le noyau où il module la transcription de ses gènes cibles. 
Deux domaines du récepteur doivent interagir pour assurer la fonction transcriptionnelle. 
Le premier nommé AFl correspond au domaine d'activation et est situé dans la partie N 
ter. Le second, AF2, est situé dans la partie C-ter et contient une séquence permettant 
l'interaction avec des co-activateurs mais également avec le domaine AFl. L'interaction N­
ter/C-ter est importante pour la stabilisation de la liaison du récepteur à l'ADN et pour la 
stabilité de la liaison ligand-RA. Cette interaction est donc nécessaire pour assurer l' activité 
transcriptionnelle maximale du récepteur [ 41]. 

Suxia et al. ont montré que MAGEAl 1 peut servir de protéine corégulatrice et modifier 
l'interaction N-ter/C-ter du RA. En effet, MAGEAl 1 est capable de se lier à la région N­
ter du récepteur et d'augmenter son activité transcriptionnelle en augmentant l'exposition 
de la région AF2 à des protéines co-activatrices. MAGEAl 1 pourrait aussi être ubiquitinylé 
et phosphorylé lors de l'activation de la voie de signalisation dépendante de l'EGF, ce qui 
permettrait la stabilisation du complexe RA-MAGEAl 1-DHT et entrainerait une 
augmentation de l'activité transcriptionnelle du RA. De cette manière, MAGEAl 1 pourrait 
jouer un rôle dans la progression de cancers prostatiques dépendant des androgènes [ 42]. 

5.5. Rôle pro-apoptotique des MAGEA 

La protéine gankyrine est surexprimée dans les hépatocarcinomes. Cette protéine provoque 
la dérégulation du cycle cellulaire en accélérant la phosphorylation et la dégradation de la 
protéine Rb [43]. La gankyrine interagit aussi avec MDM2 et augmente la dégradation de 
p53 via la voie du protéasome [44]. De pati ces activités, cette protéine semble jouer un rôle 
important dans la progression des hépatocarcinomes. 

Par double hybride, Nagao et al ont montré qu'un fragment C-terminal de MAGEA4 est 
capable de se lier à la gankyrine. Lors d'expérience in vitro, l'expression de MAGEA4 
réduisait la croissance de fibroblastes transformés surexprimant la gankyrine. In vivo, la 
croissance de tumeurs associées avec une expression de la gankyrine était fortement réduite 
chez des souris dans lesquelles l'expression de MAGEA4 était induite. Ces données 
suggèrent que MAGEA4 est capable de se lier à la gankyrine et de supprimer son activité 
d'oncogène [45]. 
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Plus tard, il a été montré qu'un fragment C-ter résultant du clivage de MAGEA4 possède 
une activité pro-apoptotique. En s'associant à un facteur de transcription nommé Miz-1, ce 
fragment est capable d'inhiber p21 et dans le même temps de stimuler l'expression de p53. 
Il est également capable de perturber l'intégrité de la membrane mitochondriale et de 
diminuer l'expression du facteur anti-apoptotique Bel-XL résultant en une activation de 
l'apoptose de manière indépendante de p5 3 après activation de la caspase 9 [ 46]. Ces 
observations vont dans le sens opposé de la majorité de celles qui ont été réalisées montrant 
plutôt un effet anti-apoptotique des gènes MAGE-I. 

6. Implication des gènes MAGE-1 dans l 'oncogenèse 

Au cours de la transformation et de la formation d'une tumeur maligne, une série de 
modifications génétiques et épigénétiques aléatoires se produisent. Parmi celles-ci (les 
modifications « driver »), certaines vont augmenter le fitness des cellules (leur capacité à 
produire une descendance) en leur conférant un avantage et seront retenue par la sélection. 
La plupart des modifications ( « passengers ») sont cependant sans effet positif sur le fitness 
[47]. L'expression des MAGE-1 résulte probablement d'une déméthylation globale ou 
régionale qui affecte le promoteur de ces gènes mais on ignore si cette expression confère 
un avantage aux cellules de la tumeur. Nous avons vu que plusieurs observations réalisées 
in-vitro suggèrent que les MAGE-1 pourraient avantager les cellules dans un contexte 
tumoral, notamment en inhibant les fonctions de p53. Plusieurs données cliniques 
soutiennent cette hypothèse. Par exemple, l'expression de MAGEAlO et MAGEAl l  au 
sein de septante-cinq tumeurs mammaires a révélé que ceux-ci sont exprimés dans 75% 
(MAGEAI O) et 52% (MAGEAl 1) de celles-ci et que le taux de survie est plus important 
chez les patients présentant une tumeur négative pour l'expression de MAGEAl 1 [48]. Une 
autre étude a associé l 'expression de ces gènes avec le stade de la pathologie, un mauvais 
pronostique pour le patient ainsi qu'avec une augmentation des capacités d'invasion et de 
métastase des cellules tumorales [ 49]. Cependant, dans les tumeurs plus avancées, le chaos 
génétique/épigénétique est plus important ce qui pourrait aussi expliquer que l'expression 
des MAGE-1 soit plus fréquente. 

Les cellules exprimant les gènes MAGE-1 présentent également une résistance accrue aux 
traitements chimiothérapeutiques. Duan et al ont montré une corrélation entre la résistance 
de cellules à la doxorubicine et au paclitaxel et l'expression des gènes MAGEA2 et A6. De 
plus, l'expression forcée de ces gènes dans des cellules sensibles induisait une résistance 
modérée à ces deux drogues [50]. En étudiant des cellules de mélanomes humain, Monte et 
al ont montré que l'expression de MAGEA2 confère une résistance des cellules à 
l'étoposide en empêchant l' induction de l'apoptose par p53 grâce à des mécanismes de 
déacétylations [32]. Récemment, l'expression des gènes MAGEA a aussi été associée avec 
un échec du traitement au tamoxifen de cancers du sein et avec une accélération de la 
croissance tumorale dans des modèles de xénogreffes murins [ 51]. 

Une expression de MAGEA3 dans un modèle de xénogreffe de cancer thyroïdien a 
également montré une accélération de la prolifération ainsi qu'une augmentation du 
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caractère invasif et migratoire de ces cellules [52]. En 2007, Yang et al ont montré que 
l'inhibition des Mage-b par interférence ARN dans des cellules de mélanomes de souris 
entraine une inhibition de la croissance tumorale et une augmentation de la viabilité des 
souris inoculées avec ces cellules [34]. 

7. Objectifs 

Il est bien établi que les cellules cancéreuse subissent des processus de déméthylation 
aspécifiques. Ces événements pourraient expliquer l'expression aberrante des gènes 
MAGE-I dans ces cellules. D'autre part, nous venons de passer en revue une série d'études 
expérimentales et cliniques dont les résultats indiquent que les gènes MAGE-I pourraient 
jouer un rôle dans !'oncogenèse. L'objectif général de ce mémoire vise à contribuer aux 
recherches qui permettront de déterminer si l'expression des gènes MAGE-I facilite 
l' oncogenèse. 

Dans cette optique, des souris transgéniques exprimant le gène MAGEAl humain de 
manière inductible ont été obtenues par notre laboratoire. L'objectif de ce projet était de 
caractériser l'expression de MAGEAl dans les tissus de ces souris. Cette étude se faisant 
dans un contexte murin, plusieurs expériences in-vitro ont également été réalisées dans le 
but de vérifier que la protéine MAGEAl humaine est capable d'y exercer ses fonctions 
notamment en étudiant son effet sur le niveau de p53. Nous avons aussi évalué l'effet de 
MAGEAl sur la résistance de cellules primaires dérivées de ces souris à un stress 
génotoxique. En parallèle, l'existence d'un possible mécanisme indépendant de p53 a été 
investiguée dans les cellules Hep3B déficientes pour p53. 

17 



II. Matériel et méthode 

Culture cellulaire 

Les cellules souches embryonnaires de souris ( cellules ES) ont été cultivées dans du milieu 
GMEM (Lanza, BE 1273 9F) contenant 10% de FBS (Sigma, F7 524 ), 1 % 
pénicilline/streptomycine (Lanza, DE17-602E), 1% de Na-Pyruvate (Lanza, BE13-115E), 
1% d'acides aminés non essentiels (Lanza, BE13-114E), 0.2% de �-mercaptoéthanol 
(GIBCO, 31350-010) et 1.5 µ1/ml de facteur d'inhibition de la leucémie (LIF) (ES GRO 
mLIF, Millipore, ESG 1106). 

Les cellules embryonnaires de rein humaines 293T (HEK293T), les cellules de carcinome 
hépatique (Hep3B), les cellules BOSC ainsi que les fibroblastes murins NIH3T3 ont toutes 
été cultivées dans du milieu DMEM (Lanza, BE12-604F) complémenté avec 10% de FBS 
et 1 % de pénicilline/streptomycine. 

Le milieu de culture des lymphocytes primaires murins était composé de RPMI 1640 
supplémenté avec l mM de L-glutamine (GIBCO, 11875-093), 10% de FBS inactivé, 1 % 
de Na-Pyruvate, 1 % de NEAA, 1 % de tampon HEPES (Lonza, BEI 7-737E), 1 % de 
pénicilline/streptomycine et 0.2% de �-mercaptoéthanol. Le milieu était également 
supplémenté avec 5 µg/ml de concanavaline A (Sigma, C0412) pour la stimulation des 
lymphocytes. 

Génération de particules lentivirales pour l'expression stable de MAGEAJ dans les 

cellules Hep3B 

La production de particules lentivirales permettant l'expression de MAGEAl dans les 
Hep3B a été réalisée dans des cellules HEK293T. Les cellules ont été ensemencées un jour 
avant la transfection pour atteindre 70-90% de confluence lors de la celle-ci. La transfection 
a été réalisée avec le Turbofect Transfection Reagent (Thermo Scientific). Le vecteur 
lentiviral PTM898 Al  (6 µg/T75) a permis l'insertion de l' ADNc de MAGEAl dans les 
HEK293T et le même vecteur vide PTM898 (6 µg/T75) a servi pour la transfection de 
cellules responsables de la production de particules lentivirales contrôles. En même temps, 
les cellules ont été transfectées avec le plasmide d'empaquetage PMDLg/pRRE (6µg/T75), 
le plasmide pRSV-Rev (3,5 µg/T75) permettant l'export des ARNm contenant un RRE à 
partir du noyau et le plasmide mMd2 VSVG (3,5 µg/T75) permettant l'expression des 
protéines d'enveloppes virales. Quarante-huit heures après la transfection, les surnageants 
contenant les particules virales ont été récupérés et centrifugés à 1200 rpm avant d'être 
filtrés grâce à un filtre de 0,45 µm. 

Les particules ont été utilisées pour infecter les Hep3B et permettre l'expression de 
MAGEAl .  Les cellules ont été ensemencées à 250.000 cellules/puits de 10 cm2 la veille de 
l'infection. Le lendemain, 4 µg/ml de polybrène (Chemicon International, TR-1003-G) ont 
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été ajoutés aux surnageants pour augmenter l'efficacité de l'infection. Cinq-cents 
microlitres de ces surnageants ont été ajoutés à chaque puits. Après une incubation de 7 
heures à 37°C, 2 ml de milieu DMEM supplémentés avec 10% FBS et 1 % de 
pénicilline/streptomycine ont été ajoutés à chaque puits. Une semaine après l'infection, les 
cellules exprimant les vecteurs MAGEAl ou contrôles ont été sélectionnées en utilisant du 
milieu contenant 500 µg/ml de néomycine (Roche, 04727878001). 

Génération de particules rétrovirales et insertion de la séquence codante de MA GEAI 

dans des NIH3T3 

Des particules rétrovirales ont été générées pour forcer l'expression de MAGEAl dans des 
NIH3T3. Pour cela, les cellules d'empaquetage BOSC ont été ensemencées dans des 
plaques 6 puits pour atteindre 70-90% de confluence au moment de la transfection. Toutes 
les cellules ont été transfectées avec le plasmide pCL-Eco permettant l'expression des gènes 
Gag, Pol et Env nécessaires à la formation des particules virales. Les cellules destinées à 
produire des paiticules virales permettant l'insertion de MAGEAl dans les NIH3T3 ont été 
transfectées avec le plasmide pBABE-zeo-MAGEAl alors que celles destinées à produire 
des particules pour la production de cellules contrôles l'ont été avec le plasmide pBABE­
zeo. La transfection a été réalisée dans du milieu sans antibiotique avec la lipofectamine 
2000 (LifeTechnologies, 11668-027) en utilisant 3.5µg du plasmide pCL-Eco et 3.5 µg du 
plasmide pBABE-zeo-MAGEAl ou pBABE-zeo par puits. Après cinq minutes 
d'incubation, le Mix 1 (7 µL de lipofectamine 2000 + 200 µL d'Opti-MEM) est ajouté au 
Mix2 (7 µg d'ADN + 200 µL d'Opti-MEM). La mixture a été incubée 20 minutes à 
température ambiante et 400 µL de celle-ci ont été ajoutés par puits. Quatre heures après la 
transfection, le milieu a été remplacé par du DMEM contenant des antibiotiques (10% FBS, 
1 % pénicilline/streptomycine). Après 48h, les surnageants contenant les paiticules virales 
ont été récupérés, centrifugés 5 minutes à 1200 rpm et filtrés sur un filtre de 0,45µm. 

L'infection des NIH3T3 s'est déroulée de manière similaire à celle des Hep3B, les cellules 
ont été ensemencées la veille de l'infection pour atteindre 30/40% de confluence le jour de 
l'infection. L 'efficacité de l'infection a également été augmentée en utilisant une solution 
contenant les particules virales et 4 µg/ml de polybrène. Le milieu de chaque puits a été 
enlevé et 1 ,5 ml de la solution contenant les particules virales et le polybrène ont été ajoutés 
sur chaque T25. Sept heures après l'infection, 5 ml de milieu complet ont été ajoutés pour 
diluer le polybrène toxique pour les cellules. Les cellules ayant intégré les plasmides ont été 
sélectionnées durant deux semaines en utilisant du milieu complet contenant 300 µg/ml de 
zéocine (Lifetechnologies, R25001 ). 

Génotypage des souris 

Le génotypage des souris a été réalisé par PCR. Pour chacune des souris, l 'ADN a été obtenu 
et extrait à partir d'un morceau de queue. Chaque morceau a été placé dans 200 µl de tampon 
de lyse (l00mM Tris-HCl pH 8, 500mM de KCl et 10% de Tween 20) et chauffé cinq 
minutes à 95°C. Après avoir ajouté 10 µl de protéinase K (20 µg/ml) permettant l'inhibition 
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des ADNases, les morceaux de tissus ont été incubés toute la nuit à 55°C. Le lendemain, 
une nouvelle incubation de cinq minutes à 95°C était réalisée afin d'inactiver la protéinase 
K suivie d'une centrifugation des échantillons pendant dix minutes à 14.000 rpm. Chaque 
mix PCR était réalisé comme indiqué dans le tableau pour atteindre un volume final de 20 
µ1. 

Quantité ( µ I )  

ADN (surnageant) 1 

Dreamtaq DNA polymerase 

(The rmoSci e ntific) 10 

Ol igo sens 1 

O l igo anti-sens 1 

H20 7 

Après amplification des fragments spécifiques, leur taille était vérifiée grâce à une 
électrophorèse sur gel d'agarose ( 1  %) et permettait de déterminer le génotype des souris 
testées. 

Western-blot 

Extraction de protéines à partir de cellules 

Chaque puit de 10 cm2 a été rincé à deux reprises avec du PBS avant d'y ajouter 350 µL de 
tampon de lyse NP40 (0.05M Tris à pH 8, 0. 1 5M NaCl, 1 % Nonidet P40) contentant un 
cocktail d'inhibiteurs de protéases (Thermo Scientific, 1862209) dilué 1 00X. Après 10 
minutes d'incubation sur glace, les lysats ont été récupérés, centrifugés à 1 5000 rpm et 
conservés à -20°C. 

Extraction de protéines à partir de tissus 

Les tissus ont été récupérés à partir de souris euthanasiées par dislocation cervicale. Chacun 
d'eux a été pesé et incubé dans 10 volumes de tampon de lyse NP40 contenant des 
inhibiteurs de protéases. Les tissus ont été broyés grâce au Turrax® et incuber sur glace 
pendant 15 minutes. Chaque échantillon a ensuite été centrifugé pendant 10 minutes à 15000 
rpm. Les surnageants ont été collectés et stockés à -20°C. 

Dosage des protéines 

La concentration en protéines des échantillons a été déterminée avec le kit Pierce BCA 
Protein Assay (Thermo Scientific, 23225). Une courbe étalon a été réalisée grâce à des 
dilutions en série de la BSA (Thermo Scientific, 23209) dont la concentration était connue. 
L'absorbance des échantillons et des dilutions de BSA a été mesurée à 562 nm grâce à un 
spectrophotomètre. En fonction de l' absorbance des échantillons, leur concentration a été 
déterminée par rapport à la courbe étalon établie sur base de l' absorbance des différentes 
dilutions de BSA. 
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Electrophorèse sur gel de polyacrylamide et transfert sur membrane PVDF 

La préparation des échantillons pour la migration s' est faite en diluant 10-50 µg de protéines 
dans du tampon de Laemni (0,5% de SDS, 10% de glycérol, 6.25mM de Tris pH 6.8, 
0.003% de bleu de bromophénol et 25mM de DTT). Chaque échantillon a été placé 5 
minutes à 95°C pour assurer la dénaturation des protéines. Ensuite, les échantillons ont été 
chargés et séparés sur base de leurs poids moléculaire sur un gel SDS-PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis) de 8% suivi d'un transfe1t sur une 
membrane de PVDF (Polyvinylinedifluoride). Après transfert des protéines sur la 
membrane, celle-ci a été placée dans du PBS I X, Tween 0.05% et lait 5% pendant une 
demie heure afin de bloquer les interactions non spécifiques. La détection de MAGEAl 
s'est faite grâce à l'anticorps MAGEAl 6Cl (Invitrogen, 356300) 1/500, celle de p53 avec 
l'anticorps monoclonal CBL404 (Millipore) à une dilution 1/1000 ou avec l'anticorps 
polyclonal de lapin anti-p53 (p53 CM5, Leica Biosystem) à une dilution 1/2000. 
Finalement, la tubuline-a. utilisée comme contrôle de charge était reconnue avec l'anticorps 
monoclonal T51168 (Sigma) utilisé à une dilution 1/10000. Toutes les dilutions d'anticorps 
ont été réalisées dans du PBS I X, Tween 20 0.05% et lait 5% et ces derniers ont été incubés 
toute la nuit à 4 °C avec les membranes ( ou 2h à température ambiante). Après trois lavages 
avec dans du PBS I X, Tween 20 0.05%, les membranes étaient incubées une heure à 
température ambiante avec l'anticorps secondaire anti-anticorps de souris ou de lapin 
couplé à la HRP (Dako, P0447 et P0448) avec une dilution dans du PBS I X, Tween20 0.05% 
de 1/2000. Finalement, la révélation était réalisée en utilisant des films autoradiographiques 
et le kit Supersignal West Pico Chemoluminescent Substrate (Thermoscientific, 34080). 

Extraction de splénocytes primaires 

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale et la rate prélevée en condition 
stérile. En utilisant le piston d'une seringue de 10 ml, la rate était ensuite écrasée sur un 
tamis formé de pores de 70 µm de diamètre. Après récupération dans 10 ml de milieu RPMI 
1640 complet (voir « culture cellulaire »), les cellules ont été centrifugées 7 minutes à 400 
x g et reprises dans 5 ml de RBS lysis buffer de chez ebioscience (00-4300-54) pendant 5 
minutes permettant la lyse des globules rouges. La lyse était stoppée en ajoutant 3 volumes 
de milieu et se suivait d'une nouvelle centrifugation. Après centrifugation, le surnageant a 
été éliminé et les cellules ont été comptées et ensemencées à 200.000 cellules/puits dans du 
milieu complet contenant 5 µg/ml de concanavaline A permettant la prolifération des 
lymphocytes. 
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Mesure de viabilité cellulaire 

Test MTT 

La mesure de la viabilité cellulaire après les différents traitements a été réalisée grâce au 
test MTT. Les cellules ont été ensemencées à une densité de 50.000 cellules/puits sur 
plaques 24 puits. Après 24h, 48h, 72h ou 96h de traitement, le test MTT a été réalisé en 
enlevant le milieu et en ajoutant 500 µl de bromure de 3-( 4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényl tétrazolium (Sigma, M2128) à une concentration de 2,5 mg/ml. Après 2 heures 
d'incubation à 37°C, 1 ml de DMSO (Sigma, D4540) a été ajouté afin de dissoudre les 
cristaux de formazan. L'absorbance a été mesurée à 570 nm et la viabilité déterminée par 
comparaison entre les valeurs obtenues pour les échantillons non traités et les échantillons 
traités. 

Test MTS 

L'évaluation de la résistance des splénocytes primaires murins à l'étoposide a été réalisée 
en utilisant le kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) de 
chez Promega (G3582). Les cellules ont été ensemencées sur plaques 96 puits avec 200.000 
cellules/puits. Après 4h, 8h ou 24h de traitement à l'étoposide, 25 µl de la solution de réactif 
du kit ont été ajoutés à chaque puis. La lecture de l'absorbance s'est faite à 490 nm après 4 
heures d'incubation à 37°C et la viabilité des cellules suite au traitement a été déterminée 
en comparaison avec les échantillons non traités. L'expérience a été réalisée pour trois 
paires de souris (une paire = une souris MAGEA1+1-1PGK-Cre+1- et une souris MAGEA1-1-
/PGK-Cre+1- issue de la même fraterie). Pour chaque paire, la viabilité des splénocytes 
MAGEA1+1-1PGK-Cre+1- a été comparée à celle des splénocytes MAGEA1-1-1PGK-Cre+1-. 
Les moyennes de viabilité pour chaque durée de traitement ( 4h, 8h et 24h) ont été réalisées 
pour ces cellules et ont été analysées (ANNOVA II) mais la différence n'était pas 
significative. 

Transfection des NIH3T3 par les plasmides pll-4p53, pcDNAJ-Al, p21-luc, pRL-Tk et 
pcDNA3 

Les plasmides utilisés pour la transfection étaient pl l-4p53 (plasmide permettant 
l'expression de la protéine p53 de souris, reçu de J-C. Marine, KU Leuven), pcDNAl-Al 
(pcDNAl suivi de la séquence codante de MAGEAl), p21-luc (plasmide rapporteur 
constitué du promoteur de p21 suivi du gène permettant l'expression de la luciférase ), pRL­
TK (co-rapporteur permettant l'expression de la luciférase rénilla de manière constante) et 
pcDNA3 (plasmide vide utilisé pour ajuster la quantité totale d'ADN transfectée pour 
chaque condition). 
La transfection des NIH3T3 a été réalisée en utilisant la lipofectamine 2000 
(LifeTechnologies, 11668-027). Les cellules ont été préparées la veille de la transfection de 
sorte qu'elles atteignent 70-90% de confluence le jour de la transfection. Juste avant la 
transfection, le milieu a été remplacé par 500 µl de milieu DMEM contenant 10% de FBS. 
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Les cellules ont été transfectées en respectant un ratio d'ADN de 1 : 10 pour les plasmides 
p21 -luc et pRL-TK. En dehors des cellules contrôles, la même quantité de plasmide 
dirigeant l'expression de la protéine p53 de souris a été transfectée pour chaque condition. 
Une partie des cellules a été transfectée avec des ratios croissant de pcDNAl-Al. Afin que 
la quantité totale d'ADN transfectée soit identique, la quantité nécessaire de plasmide vide 
(pcDNA3) a été ajoutée pour chacune des conditions (voir tableau). La transfection s'est 
réalisée sur plaque 24 puits. Les mixs ADN (ADN dilué dans 50 µl d'Opti-MEM) ont été 
ajouté aux mixs lipofectamine 2000 (2µ1 de lipofectamine 2000/µg d'ADN dilués dans 50 
µl d'OPTI-MEM). Après 20 minutes d'incubation de chaque mixture à température 
ambiante, 100 µl de celle-ci ont été ajoutés à chaque puits pour chaque condition. Enfin, 
après 5 heures d'incubation à 37°C, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM 
supplémenté avec 10% de FBS et 1 % de pénicilline/streptomycine. 

Type ce l l u l ai re Condit ions P lasm ides ( ng) 

pcDNAl-MAGEAl p21- l uc pRL-TK pcDNA3 

Contrô le l ucifé rase 500 50 1200 

p53 500 50 900 

N IH3T3 p53-MAGEA1 (3 :1) 300 100 500 50 800 

p53-MAGEA1 ( 1:1) 300 300 500 50 600 

p53-MAGEA1 ( 1:3) 300 900 500 50 0 

Mesure de l'induction de p21 dans les NIH3T3 

L'induction de p21 dans les fibroblastes murins a été mesurée en utilisant le kit Dual­
Luciferase® Reporter Assay System de promega. Chaque puits a été rincé au PBS avant 
d'y ajouter 1 00 µl de solution de lyse (PRL). Après 15 minutes d'incubation à température 
ambiante, 20 µl de lysat cellulaire ont été ajouté à 100 µl de réactif LARII suivi d'une 
première lecture de la luminescence correspondant à celle émise par la luciérase de luciole 
au luminomètre. La lecture de la luminescence émise par la seconde luciférase (rénilla) a 
été réalisée après ajout de 100 µl du second réactif (Stop&Glo ). La normalisation de 
l'expression de p21 dans les cellules s'est déroulée en faisant le rapp011 : 
Luminescence luciférase Firefly (RLU) , . . . 

. 1 -�  . 11 C ) 
pour chaque rephca. Pour chaque condition, les moyennes 

Luminescence uc1 érase Rem a RLU 

de ces rapports ont été analysées grâce à une ANNOVA L Un test de Dunnett a ensuite été 
utilisé pour comparer l'induction de p21 dans les cellules transfectées uniquement avec le 
plasmide d'expression de p53 et les autres conditions. 

Transfection des Hep3B par les plasmides pl 1-4-p53 et pcDNAJ-Al 

Les cellules ont été ensemencées à un nombre de 600.000 cellules/puits de 10 cm2 la veille 
de la transfection. Juste avant la transfection, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM, 
1 0% FBS sans antibiotique. Les cellules contrôles n'ont pas subi de transfection, les autres 
ont été transfectées en utilisant la lipofectamine 2000 (2µ1/µg d'ADN) avec les quantités 
d'ADN reprises dans le tableau ci-dessous. Cinq heures après la transfection, le milieu des 
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cellules a été remplacé par du milieu DMEM contenant 10% de FBS et 1 % de 
pénicilline/streptomycine. 

Type ce l l u l a i re Cond it ions 
P lasmides ( ) 

pll-4-p53 pcDNAl-MAGEAl 

Contrô le  

p53 
Hep3B p53-MAGEA1 (3 :1) 3 1 

p53-MAGEA1 (3 :3) 3 3 

p53-MAGEA1 (3 :5) 3 5 

Le lendemain de la transfection, les protéines ont été extraites, préparées et analysées par 
western blot (voir partie « western blot ») avec les anticorps anti-tubuline-a, anti-MAGEAI 
6Cl et anti-p53 CM5. 
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III. Résultats 

1) Souris transgéniques 

MAGEAJ est largement exprimé dans les tissus des souris transgéniques MAGEAJ+1- ;  

PGK-Cre+1-

Des souris transgéniques ont été obtenues en utilisant des cellules ES porteuses du transgène 
CAG-MAGEAl inséré au locus ROSA26 qui permet l'expression conditionnelle de 
MAGEAl. Ces cellules ES ont été injectées dans des blastocystes et implantées dans des 
souris pseudo gestantes. De cette façon, neuf mâles chimériques ont été obtenus. Les 
animaux ont été croisés avec des femelles exprimant la recombinase Cre de manière 
ubiquitaire (PGK-Cre). Ce croisement a produit des souriceaux supposés exprimer 
MAGEAl de façon ubiquitaire car le promoteur CAG est réputé ubiquiste [53](Figure 4). 

Souris 
PGK-Cre 

;; 

X 

l 

Q 
I ► MMtWIM 

;; 
Allèle recombiné 

� Souris MAGEAl 

� 

conditionnelle 

---1 1,,  MiMM ► MihMitiM • 
Allèle non recombiné 

Souris CAG-MAGEAl +/·/PGK-Cre+/-

Figure 4 : Représentation schématique de l'induction d'expression de MAGEAl dans la souris 
transgénique. Lorsque la souris PGK-Cre est croisée avec la souris MAGEA l conditionnelle, cela 
induit l 'excision de la cassette « STOP » dès le stade zygote et permet l 'expression de MAGEAl de 
façon ubiquitaire. 

L'expression de MAGEAI a été évaluée par western blot dans le cerveau, le foie, la rate, le 
cœur, les poumons, les reins et la peau. Comme le montre la figure 5, l 'expression de 
MAGEAI est détectée dans tous les tissus testés. Ceci montre que, comme attendu, la 
cassette « STOP » a été excisée et suggère que l'expression de MAGEAI est ubiquitaire. 
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MAGEAl 

Tubu l i ne-a 

Figure 5 : Expression de MAGEAl dans les différents tissus de la souris transgénique CAG­
MAGEAl +/- ; PGK-Cre+1-. Analyse par western blot de l'expression de MAGEAl dans le cerveau, 
le foie, la rate, le cœur, les poumons, les reins et la peau. 

Design d'un modèle de souris permettant de déterminer l'impact de l'expression de 

MA GEAI au cours du développement de mélanomes 

Le mélanome est le cancer qui exprime le plus fréquemment MAGEAI (environ 40% des 
tumeurs) [17]. Il a donc été décidé de déterminer si l'expression de MAGEAl est capable 
de favoriser le développement de ces tumeurs dans un modèle murin. Ce modèle de souris 
transgéniques comporte deux modifications génétiques qui provoquent l'apparition de 
tumeurs spontanément dès l'âge de vingt semaines. Premièrement, l'expression de 
l'oncogène NRasQ16K est dirigée dans les mélanocytes par un promoteur tyrosinase (Tyr : 
NRasQ6 1K) .  Deuxièmement, une délétion du suppresseur de tumeur p16 (Ink4a). 
Actuellement, les souris CAG-MAGEAI +/- ; PGK-Cre+/- exprimant MAGEAl sont croisées 
avec des souris Tyr : NRasQ6J K  ; lnk4a-1- afin d'obtenir des souris porteuses du génotype : 
MAGEAl +/- ; Tyr : :NRasQ6 J K ; lnk4a-1-(Figure 6). Des souris présentant le génotype désiré 
n'ont pas encore été obtenues à ce jour. 
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Figure 6 : Représentation schématique du croisement effectué entre les souris exprimant MAGEA 1 
et les souris développement des mélanomes spontanément. L'obtention de souris MAGEA 1 +/-; 
TyrNRasQ6lK ; Ink4a-l- doit se faire par l' intermédiaire de deux croisements. Les souris MAGEAl +/­
ont été croisées avec les souris Tyr : NRasQ6lK ; Ink4a-1-. Ensuite, une pattie des souris obtenues 
ayant le génotype MAGEAl +1

-; Tyr : NRasQ6 lK  ;Ink4a+1- ont été croisées entre elles afin d'obtenir 
des souris MAGEA1 +1-; Tyr : :NRasQGIK ; Ink4a-i-. 

2) MAGEAl et p53 

La protéine humaine .MAGEAJ est capable d'entrainer une réduction du niveau de la 

protéine p53 de souris dans un contexte cellulaire humain 

Comme il a été expliqué précédemment, le but du projet est d'évaluer les propriétés 
oncogéniques du gène MAGEAl humain en utilisant un modèle de souris. Cependant, les 
gènes MAGE-1 étant peu conservés entre l'homme et la souris, on ignore si la protéine 
MAGEAl humaine est capable d'inhiber la protéine p53 de souris. 

Afin de déterminer si la protéine MAGEAl humaine est capable d'exercer ses fonctions sur 
la protéine p53 murine, des cellules humaines d'hépatocarcinomes Hep3B qui sont 
déficientes en p53 ont été transfectées avec un plasmide dirigeant l'expression de la protéine 
p53 de souris ainsi qu'avec des quantités croissantes d'un plasmide dirigeant l'expression 
de MAGEAl.  La figure 7 montre que MAGEAl entraine une diminution du niveau de p53 
et que celle-ci est dépendante de la quantité de plasmide MAGEAl transfectée. Ceci montre 
que MAGEAl est capable d'exercer son action sur la protéine p53 de souris dans des 
cellules Hep3B. 
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Figure 7 : Dim inution du  niveau de p53 murin provoqué par l'expression de MAGEA1 dans des 
cel lu les Hep 3B. Les ce l lu les ont été transfectées avec un plasmide (p11-4-p53) d i rigeant 
l'expression de p53 de souris seul (3µg) ou avec des ratios croissants des plasmides d irigeants les 
expressions des plasm ides p11-4-p53 et pcDNA1-MAGEA1 (3µg :lµg, 3µg : 3µg et 3µg : Sµg) . Les 
ce l lules contrôles n'ont pas subi de transfection. La tubul ine-a a été uti l isée comme contrô le de 
charge . 

L'expression de MA GEAI dans des cellules embryonnaires de souris semble diminuer le 

niveau de p53 

Afin de savoir si la protéine MAGEAI humaine exerce ses fonctions dans cellules ES, des 
cellules ES exprimant MAGEAI de façon stable ont été utilisées. Ces cellules ont été 
obtenues par insertion ciblée (knock-in) du transgène MAGEAI dans le locus Rosa26. Le 
transgène comporte un promoteur puissant CAG qui est constitué d'un enhancer du 
cytomégalovirus et du promoteur proximal du gène de la P-actine du poulet. Ce promoteur 
est suivi d'une cassette « STOP » tloxée (contenant plusieurs signaux de polyadénylation 
responsables de l'arrêt de la transcription), de la séquence codante de MAGEAI et d'un 
signal de polyadénylation. La cassette « STOP » étant bordée de site lox, l'expression de la 
recombinase Cre permet son excision et l'expression de MAGEAI de la même manière que 
la recombinaison se produisant dans les cellules de la souris transgénique CAG-MAGEAI +/­
/PGK-Cre+/- (Figure 4). 

Les cellules ES porteuses du transgène ont été électroporées avec un plasmide d'expression 
de la recombinase Cre. Après une courte sélection des cellules transfectées, les cellules ont 
été clonées par dilution et une PCR en utilisant des amorces situées de part et d'autre de la 
cassette « STOP » a permis d'identifier des clones dans lesquels l'excision de cette cassette 
s'était produite (Figure 8). Les analyses par western blot ont permis de montrer l'expression 
de MAGEAI dans les clones porteurs de l'allèle recombiné par Cre (Figure 9 et 10) . L'effet 
de MA GEAI sur le niveau de p53 a été analysé par western blot après traitement des cellules 
avec de l'étoposide qui induit des cassures double brins dans l' ADN et l'activation de p53 
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[54]. Les cellules ont été traitées pendant une heure ou deux heures avec 50 µM d'étoposide. 
Une première analyse par western blot a montré une inhibition de l'induction de p53 dans 
des clones exprimant MAGEAI (Clone AS, A7 et E3) (Figure 9). En effet, on remarque 
qu'après deux heures de traitements à l'étoposide, aucune induction de p53 n'était détectée 
dans les clones recombinés par Cre (exprimant MAGEAI ) alors que p53 était induit dans 
le clone non recombiné servant de contrôle ( clone 26). Dans le but de confirmer cette 
observation l'expérience a été répétée en utilisant un autre anticorps anti-p53 permettant 
une meilleure détection de p53. L'induction de p53 a été évaluée dans trois clones post-Cre 
exprimant MAGEAI (AS, A7 et C l l ). Les cellules utilisées comme contrôles 
correspondaient cette fois à une population de cellules ES non porteuses du transgène CAG­
MAGEAI . Sur la figure 10, on peut voir qu'après deux heures de traitement à l'étoposide 
(50µM), l'induction de p53 par l'étoposide est manifeste dans les cellules contrôles. Les 
observations pour les clones exprimant MAGEAI (AS, A7 et C l l )  sont plus difficiles à 
interpréter car ils présentent un niveau basal de p53 (clones non traités) plus élevé. 
Cependant, l'induction de p53 dans ces clones semble plus faible que dans les cellules 
contrôle. Ces observations suggèrent que MAGEAI pourraient moduler le niveau de p53 
dans des cellules ES mais d'une façon qu'il reste à être précisée. 

Figure 8: Vérification de l'excision de la cassette 

« STOP » après électroporation de la recombinsase 

Cre. La PCR montre l'excision de la cassette dans les 

clones AS, A7, C11, E3 et Hl mais pas dans les clones 

26 et 27. 

AS A7 Cll E3 Hl 26 27 
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Figure 9 :  Induction de p53 dans des cellules embryonnaires de souris exprimant MAGEAI 
après traitement à l'étoposide. Les cellules ont été traitées ou non avec 50µM d'étoposide 
pendant une ou deux heures. L'analyse western blot montre que p53 est induit dans les 
cellules contrôles (clone 26) mais pas dans les clones exprimant MAGEAI (A5, A7 et E3). 
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Figure 10 : Induction de p53 par l'étoposide dans des cellules ES exprimant ou non MAGEAl .  Un 
traitement de 50µM d'étoposide a été appliqué aux cellules ES pendant une durée de 2h. La détection 
de p53 réalisée avec l 'anticorps anti-p53 (CM5, Leica) montre une induction de p53 similaire pour 
les clones post-Cre (AS, A7, C l  1 )  exprimant MAGEAl par rappo1t à celle retrouvée pour cellules 
contrôles n'exprimant pas MAGEAl .  

MAGEAJ diminue l'induction de p53 induite par l'étoposide dans les fibroblastes de 

souris NIH3T3 

Dans le but de déterminer si la protéine MAGEAI humaine est capable d'exercer ses 
fonctions dans un contexte cellulaire murin, des fibroblastes de souris de la lignée NIH3T3 
ont été transduits avec un vecteur rétroviral dirigeant l'expression de MAGEAI (pbabe­
MAGEAI-zeo) ou avec un vecteur rétroviral vide (pbabe-zeo ). Les cellules exprimant le 
vecteur de manière stable ont été sélectionnées grâce à la zéocine et l 'expression de 
MAGEAI dans la population de cellules transduites sélectionnées a ensuite été confirmée 
par western blot (Figure 11). Les cellules ont été traitées à l'étoposide (10 µM) pendant 2h 
ou 4h pour induire l'expression de p53. Après 2h de traitement, les cellules exprimant 
MAGEAI ne présentent pas d'induction évidente de p53 en comparaison avec le niveau 
basal visible dans les cellules non traitées. En revanche, les cellules contrôles n'exprimant 
pas MAGEAI (transduites par le vecteur rétroviral pbabe-zeo) présentent clairement une 
induction. Ces données suggèrent que MAGEAI est capable de diminuer le niveau 
protéique de p53 dans des cellules de souris lorsque ce dernier est induit par des dommages 
à l 'ADN causés par l' étoposide. 
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Figure 11 : I nh ibition de l ' induction de p53 dans des N IH3T3 exprimant MAGEAl. Les ce l lu les ont été 
traitées avec 10 µM d'étoposide pendant 2h et 4h. Les ce l lules pbabe zeo correspondent aux ce l lu les 
transdu ites par le vecteur rétroviral pbabe-zeo vide . Les ce l l u les pbabe-MAGEAl-zeo ont été 
transdu ites par le vecteur rétrovira l pbabe-MAGEAl-zeo. 

MAGEAJ n 'inhibe pas l'activation de p53 induite par la nutline-3 dans des cellules de 

souris NIH3T3 ni dans les cellules ES 

L'expression forcée de MAGEAl dans des fibroblastes munns (NIH3T3) permettait 
d'inhiber l'induction de p53 après deux heures de traitement avec de l'étoposide. Afin de 
savoir si MAGEAl peut réduire le niveau de p53 en absence de dommages à l' ADN, les 
cellules NIH3T3 ont été traitées avec la nutline-3, un inhibiteur de Mdm2. Les résultats de 
la figure 12 montrent qu'après 2h, 4h et 8h de traitement, les cellules exprimant MAGEAl 
(pbabe-MAGEAl-zeo) présentent une induction similaire de p53 par rapport aux cellules 
contrôles (pbabe-zeo). De la même manière, le traitement de cellules ES par la nutline-3 
provoquait une induction de p53 qui ne semblait pas être modifiée par l 'expression de 
MAGEAl (Figure 13). Ces résultats suggèrent que la protéine MAGEAl humaine n'inhibe 
pas l' induction de p53 par la nutline-3. 
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Figure 12 : Induction de p53 dans des NIH3T3 exprimant ou non MAGEAl après traitement par la 
nutline-3. Les cellules ont été traitées avec 20 µM de nutline-3 pendant 2h, 4h et 8h. 

p53 

MAGEAl 

Tubu l i ne-a 

r--, "V l'ry ._,. r--, "V l'ry ._,. 
� � �  QI QI QI QI QI 
.... .... ....  t::: � t::: � �  

_o �o _o _o _o -:52 o o 

G G G G G U  èj èj  

Non tra ités 2h Nut l i ne-3 

r--, "V l'ry ._,. r--, "V l'ry ._,. 
QI QI QI QI QI QI QI QI 

_§ _§ § _§ § § § _§ 
G G èj G èj èj èj G 

4h Nut l i ne-3 8h Nutl i ne-3 

Figure 13 : Induction de p53 dans les cellules ES de souris. Après 2h et 4h de traitement par la 
nutline-3, p53 est induit de façon semblable dans les clones exprimant ou non MAGEAl .  
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MAGEAJ inhibe l'activation transcriptionnelle de p21 par p53 dans les NIH3T3 

Plusieurs études ont montré que les protéines MAGE-1 peuvent interférer avec l'activité 
transcriptionnelle de p53 ainsi qu'avec sa capacité à activer la transcription de ses gènes 
cible. Afin de vérifier si MAGEAl peut modifier la capacité de p53 à activer la transcription 
de ses cibles, des cellules NIH3T3 ont été transfectées avec un plasmide permettant 
l'expression de la protéine p53 de souris (pl 1-4-p53) ainsi qu'avec des quantités croissantes 
d'un plasmide dirigeant l'expression de MAGEAl (pcDNAl-MAGEAl). Afin de 
déterminer l'effet de MAGEAl sur la capacité de p53 à activer le promoteur de p21, un 
plasmide exprimant la luciférase de luciole sous la dépendance du promoteur de p21 (p21-
luc) et un plasmide d'expression de la luciférase rénilla (pRL-TK) ont également été ajoutés 
au mélange d'ADN utilisé pour la transfection. Afin que chacune des conditions soit 
transfectée avec la même quantité totale d'ADN, celle-ci a été ajustée en transfectant une 
quantité appropriée d'un plasmide vide (pcDNA3). L'activation transcriptionnelle de p21 
dans les cellules a été mesurée en calculant le ratio entre les mesures de luminescence 
émises par les luciférases de luciole et de rénilla. Sur la figure 14, on voit que l'activité de 
la luciférase de luciole est légèrement augmentée dans les cellules transfectées avec le 
plasmide dirigeant l'expression de p53. En revanche, l'expression de MAGEAl semble 
réduire l'activité de p21-luc aux ratios le plus élevé et le plus faible en MAGEAl, mais, 
curieusement, pas au ratio intermédiaire. 
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Figure 14 : Mesure de l' effet de l' expression de MAGEAl sur l'activité transcriptionnelle de p2 1 
dans les Nll-I3T3. Les cellules ont été transfectées avec les plasmides p2 1 -luc, pRL-TK, p l  1 -4-p53, 
pcDNA 1 -MAGEAl et pcDNA3 (voir matériel et méthode). Vingt-quatre heure après la transfection, 
l'activité transcriptionnelle de p2 1 dans ces cellules a été évaluée sur base des ratios des 
luminescences émises par les luciférases de luciole et de rénilla. 

3) MAGEAl et chimiorésistance 

Les splénocytes de la souris MAGEAJ+1-PGK-Cre+I- ne sont pas résistant à l'étoposide 

Etant donné que MAGEAl peut conférer une résistance à différents agents 
chimiothérapeutiques dans des cellules humaines, nous avons décidé de tester la résistance 
de splénocytes primaires dérivés des souris CAG-MAGEAl +1-1PGK-Cre+1-. Des cultures 
primaires de splénocytes ont été dérivées de ces animaux et la prolifération des lymphocytes 
a été stimulée avec de la conacanavaline A. Un traitement par l'étoposide ( 1 7µM) a été 
appliqué à ces cellules pendant 4h, 8h ou 24h et la viabilité des cellules a été mesurée par 
un test MTS. La figure 15 montre que les splénocytes issus des souris CAG-MAGEAl+/­
/PGK-Cre+/- sont aussi sensibles que ceux des souris contrôles CAG-MAGEA1-1-/PGK­
Cre +!- à l' étoposide. 

Résistance de splénocytes primaires à l'étoposide (1 7µM) 
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Figure 15 : Evaluation de la résistance à l'étoposide de splénocytes primaires dérivés des souris 
exprimant (CAG-MAGEA 1 +1-1PGK-Cre+1-) ou non (CAG-MAGA 1 -1-/PGK-Cre+1-) MAGEAl de 
manière ubiquitaire. Les splénocytes ont été obtenus à partir de la rate et leur viabilité après 4h, 8h 
ou 24h de traitement à l 'étoposide ( 1 7µM) a été mesurée par MTS. 
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L 'expression de MA GEAI n 'augmente pas la résistance à l 'étoposide des cellules ES de 

souris 

La résistance à l'étoposide des cellules ES exprimant ou non MAGEAl (contenant l'allèle 
ROSA26 : CAG-MAGEAl avec ou sans cassette « STOP ») a également été évaluée. Les 
cellules ont été traitées avec 0.05µM d'étoposide et leur viabilité a été mesurée grâce au test 
MTT après 24h, 48h, 72h ou 96h. La figure 16 montre que la survie des cellules exprimant 
ou non MAGEAl est similaire, indiquant que l'expression de MAGEAl dans ces cellules 
ne leur confère pas de résistance à l' étoposide. 
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Figure 16 : Graphique représentant la résistance à l'étoposide des cellules embryonnaires de souris 
exprimant ou non MAGEAl .  La viabilité des cellules a été déterminée par MTT après 24h, 48h, 
72h ou 96h de traitement par l'étoposide (0,05 µM). Les cellules post-Cre exprimant MAGEAl 
présentent la même résistance à l'étoposide que les cellules pré-Cre qui ne l' expriment pas. 

L 'expression de MAGEAJ ne confire pas de résistance aux agents chimiothérapeutiques 

dans des cellules déficientes en p53 

Plusieurs études montrent que l'expression des MAGEA peut induire une résistance des 
cellules d'une manière dépendante de p53. De même, il a été montré dans notre laboratoire 
que l'expression forcée de MAGEAl dans les cellules humaines d'épithélium mammaire 
MCF-l0A leur octroie une résistance accrue à l'étoposide, au 5-fluorouracile et au 
docétaxel par rapport à des MCF-lOA n'exprimant pas MAGEAl . Il n'est cependant pas 
encore déterminé si les protéines MAGEA peuvent induire une résistance indépendamment 
de p53. Afin d'évaluer cette hypothèse, l'expression de MAGEAl a été forcée par 
transduction lentivirale dans des cellules Hep3B qui sont déficientes en p53. L'expression 
de MAGEAl suite à cette transduction a été évaluée par westen blot (Figure 17). 
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Figure 17: Expression de MAGEAl dans les Hep 3B. 
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ce l lu les infectées avec les particules lentivira les 
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La résistance à l'étoposide, au docétaxel et au 5-fluorouracile a été évaluée dans ces 
cellules. Dans un premier temps, une courbe de dose pour déterminer l 'ICso des cellules à 
ces trois agents chimiothérapeutiques a été réalisée. Ensuite, les cellules ont été traitées 
avec de l'étoposide (30 µm), du docétaxel ( 1 9  nm) et du 5-fluorouracile ( 1 40 µm) pendant 
24h, 48h et 72h. Un test de viabilité (MTT) a été réalisé et a montré qu'il n'y a pas de 
différence de viabilité entre les Hep3B contrôles (transduits par n vecteur lentiviral vide) 
et les Hep3B exprimant MAGEAl (transduits par un vecteur lentiviral contenant la 
séquence codante de MAGEAl) après traitements (Figure 18). Ces observations suggèrent 
que MAGEAl n'est pas capable de conférer une résistance à ces agents 
chimiothérapeutiques en absence de p53. 
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Résistance des Hep3B au docétaxel (1 9 nm) 
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Figure 18: Résistance des Hep3B à l'étoposide, au docétaxel et au 5-fluorouracile. Evaluation par 
MTT de la viabilité des Hep3B contrôles et des Hep3B exprimant MAGEAl après 24h, 48h et 72h 
de traitement par l 'étoposide (30 µM), le docétaxel ( 1 9  nm) et le 5-fluorouracile ( 1 40 µM). 
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IV. Perspectives et conclusion 

Un premier objectif de ce mémoire était de vérifier l'expression de MAGEA 1 dans les tissus 
des souris transgéniques CAG-MAGEAl +1-JPGK-Cre+1- .  Ceci a été réalisé par western blot 
et a montré une forte expression dans tous les tissus testés. Ceci suggère que, comme 
attendu, l'expression de MAGEAl est ubiquitaire dans ces souris. Cela indique également 
que le système inductible par Cre pourra être utilisé pour induire l 'expression de MAGEAl 
dans des types cellulaires désirés, définis par le profil d'expression de Cre. 

MAGEAl étant exprimé dans 40% des mélanomes, l'élaboration d'un modèle de souris 
associant la génération spontanée de mélanomes et exprimant MAGEAl semblait être un 
bon moyen de déterminer si cette protéine peut favoriser le développement de ce type de 
tumeur. Pour cela, les souris CAG-MAGEAl +/- ont été croisées avec des souris Tyr 
NRasQ6 l K  ; Ink:4a-1-. Ces dernières contiennent deux modifications génétiques [55]. 
Premièrement, NRasQ6 1K, une forme activée de l'oncogène humain NRas suite à la 
substitution d'une glycine (Q) par une lysine (K) en position 6 1 .  Dans plus de 30% des 
mélanomes, NRas subit une mutation activatrice semblable provoquant une activation 
constante de signaux de prolifération [56][57]. Ici, l'expression de l'oncogène NRasQ6 l K  est 
dirigée par un promoteur provenant du gène de la tyrosinase qui dirige l'expression 
spécifiquement dans les mélanocytes. La seconde modification génétique con-espond à une 
délétion biallélique de l'exon la du gène CDKN2A localisé sur le locus INK4. Ce gène 
code pour la protéine p 16  qui inhibe la phosphorylation de la protéine Rb par les complexes 
cyclines-D/Cdk4, empêchant ainsi la libération du facteur de transcription E2F et 
l'activation des gènes responsable du déclenchement de la phase S [58]. Les souris 
porteuses de ces deux modifications génétiques développent des mélanomes à partir de l 'âge 
de vingt semaines [55]. Une fois obtenues, il sera intéressant de déterminer si l'expression 
de MAGEAl dans ces souris modifie des paramètres tels que le délai qui précède 
l'apparition des tumeurs et la mortalité chez ces souris. 

Chez l'homme, plusieurs études ont montré que MAGEAl est capable de diminuer 
l'activité et le niveau protéique de p53. Au cours de ce travail, cette capacité de la protéine 
MAGEAl humaine a été évaluée dans des cellules de souris dans le but de valider le modèle 
de souris transgénique. En effet, les protéines MAGE-1 sont peu conservées entre l'homme 
et la souris et il n'est donc pas certain que MAGEAl puisse exercer ses fonctions dans un 
contexte murin. Afin de répondre à cette question, nous avons évalué la capacité de 
MAGEAl à interférer avec le niveau et l'activité de p53 dans plusieurs types cellulaires. 

Les cellules humaines Hep3B sont des cellules d'hépatocarcinome déficientes en p53 [59]. 
En transfectant ces cellules avec un plasmide dirigeant l'expression de la protéine p53 de 
souris (pl l-4-p53) et celle de la protéine humaine MAGEAl (pcDNAl-MAGEAl) nous 
avons observé que MAGEAl est capable d'induire une diminution du niveau de p53 murin 
dans des cellules humaines. Cependant, tous les acteurs permettant aux MAGE-1 d'altérer 

les fonctions de p53 ne sont pas connus et il est difficile de prédire si la protéine MAGEAl 
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humaine pourra exercer ses fonctions dans des cellules de souris. En effet, l'action des 
protéines MAGE sur p53 n'est pas directe, elle implique d'autres protéines, en particuliers 
des E3 ubiquitine ligases. Afin de savoir si la protéine MAGEAl est capable d'exercer ses 
fonctions dans des cellules de souris, nous envisageons d'évaluer l'effet de l'expression de 
MAGEAl sur p53 en forçant l'expression des deux protéines dans des cellules de souris 
déficientes en p53 telles que les MB352 (ATCC, CRL-2821) ou encore en testant l'effet de 
MAGEAl sur le niveau endogène de p53 dans les NIH3T3. 

Une première analyse western blot avait indiqué que l'expression de MAGEAl dans des 
clones de cellules ES porteurs de l'allèle CAG-MAGEAl recombinés par la recombinase 
Cre étaient capables d'inhiber l'activation de p53 induite par l'étoposide. Après réitération 
de l'expérience avec un anticorps permettant une meilleure détection de p53, l'expression 
de MAGEAl dans ces cellules semblait responsable d'une réduction de l'induction de p53. 
Nous n'avons pas d'explication relative à cette observation, mais nous avons remarqué que 
le niveau basal de p53 dans les cellules non traitées par l'étoposide semblait plus élevé dans 
les clones exprimant MAGEAl. Ces données sont à confirmer mais l'expression de 
MAGEAl semble réduire l'induction de p53 lors d'un traitement par l'étoposide dans des 
cellules embryonnaire de souris. 

L'effet de l'expression de MAGEAl sur le niveau protéique de p53 a également été évalué 
dans des fibroblastes de souris NIH3T3 exprimant MAGEAl de manière stable grâce à une 
transduction rétrovirale. Dans cette analyse, l'induction de p53 a été provoquée par 
l'étoposide ou par la nutline-3. L'étoposide est responsable de l'inhibition de la 
topoisomérase de type II et génère des cassures double brin dans la molécule d'ADN [60]. 
Ces cassures sont responsables de l'activation de la kinase ATM qui phosphoryle plusieurs 
cibles telles que p53, Chk2 et H2AX [61]. Une fois activée, les kinases ATM et Chk2 
peuvent phosphoryler p53 dans sa région N-terminale empêchant ainsi sa liaison à MDM2 
et sa dégradation. De plus, ATM peut phosphoryler Mdm2 inhibant sa liaison à p53 [62]. 
Dans les cellules ES, l'effet de MAGEAl sur l'induction de p53 n'était pas clair, cependant, 
les NIH3T3 exprimant MAGEAl et traités avec l'étoposide montraient une réduction de 
l'induction de p53 par rapport aux cellules contrôles. Ceci est en accord avec les 
observations de Doyle et al. [4] qui ont démontré la capacité de différentes protéines 
MAGE-! à augmenter l'activité ubiquitine ligase de protéines à domaine RING provoquant 
une augmentation de la dégradation de p53 par le protéasome. 

Contrairement à l'étoposide, la nutline-3 est un composé non génotoxique qui se lie avec 
une haute affinité à Mdm2 et inhibe son interaction avec p53. La nutline-3 permet ainsi la 
stabilisation de p53 et l'activation de ses voies de signalisation sans activer les voies de 
signalisation impliquées dans la détection des dommages à l' ADN [63][64]. D'après nos 
observations, l'induction de p53 par la nutline-3 n'est pas affectée par l'expression de 
MAGEAl, ceci aussi bien dans les NIH3T3 que dans les cellules ES. Comme discuté plus 
haut, l'activation de p53 suite aux dommages générés dans l' ADN par l'étoposide est 
inhibée par l'expression de MAGEAl dans les NIH3T3. Ceci suggère que MAGEAl 
pounait empêcher la stabilisation de p53 quand l' ADN a été endommagé, en faisant 

39 



intervenir une ou plusieurs protéines modifiées ou induites en cas de dommages à l' ADN. 
KAPl pourrait être une de ces protéines. En effet, les protéines MAGE-! peuvent interagir 
avec KAPl et augmenter son activité ubiquitine ligase sur p53. D'autre part, KAPl peut 
être phosphorylé par ATM. Lors de cassures double brin dans l'ADN, ATM reconnait le 
site de cassure via un complexe protéique spécifique (MRN) et phosphoryle KAPl au 
niveau du site endommagé. La phosphorylation de KAP 1 provoque alors sa diffusion dans 
le noyau ou il induit une relaxation chromatinienne [65]. Les mécanismes moléculaires de 
cette voie ne sont pas encore totalement élucidés mais les protéines MAGE-! pourraient 
intervenir en facilitant les fonctions de KAP 1 dans la réponse induite par des dommages à 
l'ADN. 

Plusieurs études ont montré que les protéines MAGE-! peuvent réduire l'activité 
transcriptionnelle de p53 soit en masquant son site de liaison à l' ADN, l'empêchant ainsi 
de se lier à ses séquences cibles soit en recrutant des HDAC responsable de la déacétylation 
de p53 et des histones à proximité de ses site de liaison à l' ADN [32][33]. Par ces 
mécanismes, les protéines MAGE-! empêcheraient p53 d'activer la transcription de gènes 
cibles tels que p21, Mdm2 et PUMA [ 66]. p21 est une protéine impliquée dans la régulation 
du cycle cellulaire dont l'activité transcriptionnelle est renforcée lors de l'activation de p53 
[67][68]. Afin de déterminer si MAGEAl peut exercer sa fonction dans des cellules de 
souris, l 'activité du promoteur de p21 a été mesurée dans des NIH3T3 transfectés avec des 
quantités croissantes d'un plasmide dirigeant l 'expression de MAGEAl. D'après nos 
observations, l'expression de MAGEAl dans les NIH3T3 provoquait une diminution de 
l'activation du promoteur de p21 rapportée par la luciférase. Ces observations indiquent que 
la protéine MAGEAl humaine est responsable d'une réduction de l'activation 
transcriptionnelle de p21 dans les NIH3T3, probablement suite à une diminution de 
l'activité ou du niveau de p53. Cependant, pour une raison que nous ne pouvons expliquer, 
les cellules transfectées avec le ratio p53-MAGEA1 (3 :3) ne présentaient pas de diminution 
significative par rapport aux cellules tranfectées uniquement avec le plasmide dirigeant 
l'expression du p53 murin. 

L'expression des protéines MAGE-! a été associée avec une résistance à l'apoptose 
dépendante de p53 induite par des agents chimiothérapeutiques. Au sein de notre 
laboratoire, il a été montré que l'expression de MAGEAl dans des cellules épithéliales 
mammaires humaines MCF-lOA augmente leur résistance à un traitement par l'étoposide, 
le 5-fluorouracile et le docétaxel ( données non publiées, Elise Srour). Ces cellules possèdent 
un p53 sauvage [69]. Si MAGEAl est capable de diminuer le niveau et les fonctions de p53, 
cela peut expliquer leur résistance à l'étoposide et au 5-fluorouracile étant donné que ces 
deux molécules induisent l'apoptose via une activation de p53 [70][71 ]. En revanche, la 
résistance de ces cellules au docétaxel pourrait indiquer que MAGEAl est capable de 
conférer une résistance indépendamment de p53, le docétaxel provoquant l'apoptose 
indépendamment de p53 via l'activation de la caspase-2 [72]. Nous avons investigué 
l'existence d'un tel mécanisme dans des cellules humaines déficientes en p53 (Hep3B) dans 
lesquelles l'expression de MAGEAl a été forcée par transduction lentivirale. Après avoir 
vérifié l 'expression de MAGEAl dans ces cellules, les tests de résistance réalisés n'ont pas 
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montré de résistance aux agents testés (étoposide, docétaxel et 5-fluorouracile). Ces 
observations n'ont donc pas permis de mettre en évidence une activité anti-apoptotique 
indépendante de p53. 

Une résistance à l 'étoposide dans des cellules primaires dérivées de mélanomes et 
exprimant les gènes MAGEA a déjà été identifiée. Celle-ci était prop01tionnelle au niveau 
d'expression des gènes MAGEA dans ces cellules et pouvait être levé par l' inhibition des 
MAGE-I par siRNA [32]. Afin de déterminer si la protéine MAGEAl humaine est capable 
de conférer une résistance à l'étoposide dans des cellules primaires, nous avons dérivé des 
splénocytes à partir des souris transgéniques CAG-MAGEAl +1-1PGK-Cre+1-. Aucune 
différence significative entre la viabilité des splénocytes dérivés des souris CAG­
MAGEAl +1-1PGK-Cre+1-et CAG-MAGEA1-1-1PGK-Cre+1-n'a été identifiée suggérant que 
MAGEAl ne confère pas de résistance à ces cellules. Au cours de cette expérience, la 
vérification de l'excision de la cassette « STOP » a été réalisée lors de la PCR de génotypage 
mais n'a pas été réalisée sur l' ADN des lymphocytes primaires. Cependant, la recombinase 
Cre, dont l'expression est dirigée par le promoteur PGK (phosphoglycérate kinase), est 
active très tôt au cours du développement (déjà active dans l'ovule). Dès lors, toutes les 
cellules dérivant du stade zygote sont po11euses de l'allèle CAG-MAGEAl recombiné [73]. 
De plus, le promoteur CAG présente une activité forte dans les splénocytes [74]. Cela 
suggère que MAGEAl est exprimé dans les splénocytes mais l'expression de MAGEAl 
dans ces cellules devrait tout de même être vérifiée. 

Finalement, la résistance à l'étoposide des cellules ES exprimant MAGEAl a également été 
évaluée. Les cellules ont été traitées avec de l'étoposide (0,05µM) et leur viabilité a été 
évaluée par MTT. Aucune différence de viabilité entre les cellules ES exprimant ou non 
MAGEAl n'a été observé mais ceci pourrait s'expliquer par le fait que dans ces cellules, 
les stress génotoxiques entrainent une apoptose indépendante de p53 [75]. 

Au cours de ce mémoire, nous avons tenté de déterminer si la protéine MAGEAl humaine 
est capable d'exercer ses fonctions dans un contexte cellulaire murin. Les expériences 
menées dans les cellules NIH3T3 et cellules ES sont encourageantes et indiquent que 
l'expression de MAGEAl dans ces cellules entraine une diminution du niveau et 
probablement de l'activité de p53. En revanche, nous n'avons pas observé d'effet de 
MAGEAl dans les splénocytes primaires dérivés des souris transgéniques CAG­
MAGEAl +1-1PGK-Cre+1- .  Il serait donc intéressant d'évaluer la résistance d'autres cellules 
primaires dérivées de ces souris telles que des mélanocytes ou des MEFs (mouse embryonic 
fibroblastes). 

En plus de son effet sur p53, MAGEAl pourrait favoriser le développement de tumeur par 
d'autres mécanismes. Dans cette optique, indépendamment de nos observations sur p53, le 
modèle transgénique décrit au début de ce travail reste intéressant à explorer. 
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