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Introduction

l. Les geneMAGE

|.1. La découverte des gendAGE

C’est en 1991 que le premier gene MAGE (Melanom&@¥n) fut découvert. En
effet, les recherches développées par I'équiperdtegseur Th. Boon de I'Institut Ludwig
(Bruxelles), qui s’inscrivent dans le cadre de fiiomothérapie cancéreuse, aboutirent a la
mise au point d'une méthode permettant d’identifteys genes codant des antigenes
tumoraux, en se basant sur la reconnaissance igpécides tumeurs par des lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). Afin d’isoler de tels lymphdeg, les cellules de la lignée du mélanome
MZ2-MEL du patient MZ2 furent cultivées en présededymphocytes du sang de ce patient.
L’interaction entre le récepteur des lymphocyte€R) et I'antigéne présenté par la cellule
cible tumorale stimule la prolifération des CTLBe cette maniére, le taux de lymphocytes T
dirigés de maniere spécifique contre les antigpnésentés en surface des cellules MZ2-MEL
s’enrichit considérablement dans la culture mixteeur/lymphocytes. Lorsqu’un clone de
CTL donné est mis en présence de cellules MZ2-MElquasi-totalité des cellules MZ2-
MEL sont lyseées. Toutefois, une faible fraction rvéilu et prolifere. Cette
« immunoseélection » permet d’isoler des variantpede de l'antigene. Ces variants sont
toujours reconnu par d'autres clones CTL, ce gumalére I'existence de plusieurs antigenes
indépendants a la surface des cellules MZ2-MELrmiPaeux-ci figure I'antigene MZ2-E
(Van den Eynde et al., 1989). Une bibliothequeogdque contenant 'ADN des cellules
MZ2-MEL fut alors construite dans le but de clomergene codant I'antigene MZ2-E. Le
variant de perte MZ2-MEL2.2 fut transformé par sf@ction d’ADN de cette bibliotheque et
les transfectants furent incubés en présence che dIL anti-MZ2-E. Les transfectants
exprimant I'antigene MZ2-E ont pu étre identifiédce a leur capacité d’activer le clone CTL
anti-MZ2-E. Ainsi, ils ont identifié le premier gé codant pour un antigéne tumoral qu’ils
baptiserent MAGE-1, aujourd'hui app&#AGEA1(Van der Bruggen et al., 1991). Ce géne
ne présentait aucune homologie avec les séquepnoésnaes dans les banques de données
publiques de I'époque.

I.1.1. Définition moléculaire de I'antigeéne MZ2-E

Les antigénes reconnus par les lymphocytes T diqalys sont des peptides d’environ
10 acides aminés formés suite a la dégradatiomatéipes cytoplasmiques par le protéasome
(figure 1). Ces peptides sont présentés a la crides cellules par les domaines
extracellulaires du complexe majeur d’histocompktigbde classe | (MHC-I). (Rotzschke et
al., 1990). Des transporteurs TAP conduisent egsiges vers le réticulum endoplasmique
ou ils s’associent aux complexes MHC-I formés pa@ molécule HLA de type | et g2
microglobuline. Ce complexe est alors transporg surface de la cellule ou il pourra étre
reconnu par le récepteur TCR d'un CTL. La prédentade ces peptides en surface ne
déclenche normalement pas de réponse aux peptidesai ». Par contre, si la cellule est
infectée par un virus, des peptides viraux pourétrd reconnus par des CTL. De la méme
maniére, une réponse immunitaire peut étre décenshune cellule cancéreuse exprime une
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protéine qui n'est pas présente dans les tissumawt. L’antigene MZ2-E est un de ces
peptides présenté par les molécules HLA-Al et bvant de la protéine MAGEAl
(Traversari et al., 1992).

=

Cellule tumorale

Figure 1 : Mécanisme de présentation d’'un antigénm lymphocyte T cytolytique par le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe | (d’apregiese de Mathieu Bertrand)

MAGEAL est silencieux dans les tissus adultes nakna I'exception des cellules de
la lignée germinale male. Il est cependant expiilaugés une fraction variable de tumeurs de
différents types histologiques. Son expressiorsdes tumeurs peut conduire a I'expression
d’antigénes tumoraux (cfr supra). Comme les aedlubde la lignée germinale male
n'expriment pas les molécules HLA, les peptidesspat pas présentés et les antigenes
MAGE sont bien spécifiques des tumeurs. lls sanmtcdparticulierement intéressants pour
limmunothérapie anti-cancéreuse : une vaccinatgmmtre ces antigénes pourrait donc
déclencher une réaction immunitaire aboutissai@ignination des cellules tumorales.

|.2. Classification des gen&$AGE

D’autres genesMAGE ont été identifies grace au criblage de bibliotlesgd’ADN
génomique et d’ADNc avec une sonMAGEAL et au séquencage complet du génome
humain et murin. La famille MAGE contient 55 geradd®ez I’'homme et 30 chez la souris.
Ces génes sont classés en sous-familles sur béeer decalisation chromosomique et de leur
similarité de séquence. On compte 13 sous-fandilegenedMAGE chez 'homme MAGEA,
MAGEB MAGEG,... etNECDIN) et 9 chez la souris (Chomez et al., 2001) (fid)re
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Figure 2.Localisation chromosomique des sous-familles de&Eahez 'lhomméChomez et al.,
2001).

En comparant les séquences des protéines encoaesip ces genes, on a identifié
une région conservée, d’environ 200 acides amimg@selée « MAGE Homology Domain »
(MHD). Ce domaine est en général localisé du catbaxy-terminal des protéines MAGE a
I'exception des protéines MAGED ou il occupe unsipon plus centrale. C’est la seule
région partagée par tous les membres de la fa(Rildgire 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de certaégmeg MAGE. Le « MAGE Homology Domain »
(MHD) est représenté en noir..
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Sur base de leur profil d’expression, les geNSGE peuvent étre classés en deux
catégories : les genes MAGE de type | et ceux ple liy(chomez et al., 2001).

I.2.1. Les geneBMAGEde type |

La catégorie des gen®AGE de type | comporte la majorité des geMAGE Leur
profil d’expression est caractéristique. En effels genes sont exprimés dans une portion
variable de tumeurs de divers types histologiguesi ajue dans les cellules de la lignée
germinale méale et parfois dans les ovaires etdegpita, tandis qu’ils sont silencieux dans
tous les autres tissus adultes (Chomez et al.,)200&xpression de ces genkBAGE dans
les tumeurs est liee a la déméthylation des Tlg& @ans leurs régions promotrices. Cette
déméthylation est liée a la progression tumordle,irduirait une instabilité du génome et
I'expression de divers génes dont les geMASE de type |.

La famille des geneIAGE de type | comprend essentiellement les sous-fasll B
et C qui sont localisées en « chapelets » sur le chsome X. La sous-famill®MAGEC (q26-
27) n'est présente que chez 'homme alors que Us-fmille MAGEA (q28) comporte 15
géenes humains et 9 genes murins. La sous-faMME&EB (q26) compte 17 génes humains et
10 génes murins. Il est impossible d’établir ddati@ns d’orthologie pairées entre les genes
humains et murins. En effet, les gedd&GEA et B humains sont plus proches les uns des
autres gu'’ils ne le sont des genes de souris. @hgreconclure que les duplications qui ont
génére les membres des deux sous-familles sonieultés a la séparation phylogénique entre
’homme et la souris. Ces géenes sont donc peuecods et évoluent rapidement chez les
mammiféres. En regle générale, seul le dernien @as geneMAGE de type | est codant
(figure 4).

Les testicules constituent les seuls organes adnliemaux ou la majorité des genes
MAGE de type | sont exprimés. Il a été démontré paribdgtion in situ que les genes Magea
et b sont exprimés dans les cellules germinalese.maLes spermatogonies, cellules
préméiotiques, expriment plusieurs génesgea tandis que les spermatides, cellules
haploides qui se différencient en spermatozoidgsjreent les geneklagebl b2 eth3. Iy
a donc une régulation de I'expression des gdmageaetb lors de la spermatogenése. Les
cellules somatiques du testicule (Leydig et Sertoexpriment pas les gendtage (Clotman
et al., 2000).



[.2.1.1. Les geneSIAGEA

Apres la découverte du géne humMAGEAL plusieurs autres genes de la méme
famille furent découverts. Leur existence a ét@lée par I'hybridation d’'un southern blot
avec une sondeIAGEALlqui a fait apparaitre d’autres bandes. Onze remwegénes ont été
identifies, MAGEA2aA12 via le criblage par hybridation d’une bibliothéqde cosmides. A
'exception deMAGEA11qui comporte 4 exons codants, la partie codant®wle ces génes
est restreinte au dernier exon (figure 4). LagBd’ est beaucoup plus variable et contient
deux ou trois petits exons. Les 12 geM#sGEAsont localisés dans la région Xg28 et codent
pour des protéines de 314 a 429 acides aminédochiisation subcellulaires des protéines
MAGEA est variable : cytosol (MAGEA3), noyau (MAGEA10Q Afll), cytosol et noyau
(MAGEAL et A4).

O {H ] MAGE-A1
——ees [} [H ] mMAGE-A2
O—-e H ] MAGE-A3
_[]..[]M_D M ] MAGE-A4
— s H ] MAGE-A5
— e ——— g ] MAGE-A6
gl ] MAGE-A7
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1=t = = ] MAGE-A11
O0—eeee 1 ] MAGE-A12

T 1
4 4.5 kb

(=]
N
w ]

Figure 4: Les 12 génes MAGEA. Les boites représedss exons et les parties noircies désignent la
phase ouverte de lecture (De Plaen et al., 1994).

.2.1.1.1. Le génMAGEA1

En dehors du fait QuUMAGEAL fut le premier geneMAGE identifié et que son
expression dépend de I'état de méthylation de somgteur (De Smet et al., 1996), il a été
découvert par un systeme double-hybride que MAGHE#dragit physiquement avec SKIP et
I'histone déaceétylase HDAC1. SKIP (Ski InteractiRgptein) est une protéine adaptatrice
impliqguée notamment dans la transduction du sigda Notchl, un récepteur
transmembranaire capital pour les communicationsrdellulaires et pour les décisions
concernant le destin cellulaire durant le dévelopg®. La liaison d’'un ligand au récepteur
Notchl induit le clivage d’'un domaine intracelluéaidu récepteur, appelé Notchl-IC, qui
régule I'expression de nombreux genes. L’'une deemes qui interagit avec Notchl-IC est
le « C-promoter binding factor 1 » (CBF1). En Babce de Notchl-IC, CBF1 inhibe la
transcription en se liant au complexe SKIP-SMRT tepant des histones déaceétylases

R 3 8



(HDAC). La répression est enlevée par la préserechotchl-IC qui se lie a SKIP et CBF1
écartant ainsi le complexe de répression et peamteffictivation de la transcription par le
recrutement d’histone acétyltransférases (HATsYeetco-activateurs tels que Mastermind
(Mam) (Figure 5).

ON
IGTGGGAAlI HES | | IGTGGGAAl  HES |

Figure 5 : Transactivation par Notch1-IC. Modekditvation sur promoteur HES (Hairy/Enhancer of
Split) de Notch1-IC régulé par CBF1 (selon Zhoalét i) Le complexe du corépresseur SMRT comiedes
HDAC se lie a SKIP. ii) Notchl-IC interagit avBKIP et CBF1, déplacant le complexe du corépresseur
SMRT, et active la transcription les genes HESIpaecrutement de Mam et de HATS.

L’action de MAGEAL est a la fois passive et actd@ns ce systeme. En effet,
MAGEAL intervient en se liant a SKIP par sa régidterminale ce qui empéche Notchl-IC
de se lier a SKIP. De ce fait, Notch1-IC ne pduspecruter Mam et les HATs et activer la
transcription de certains genes. De plus, MAGEAlies a et recrute HDAC1 qui modifie la
chromatine. Ainsi, MAGEAL interfere avec l'acti@ittranscriptionnelle de Notchl-IC
dépendante de SKIP (figure 6) (Laduron et al., 2004

—
I [OOOCO®] _car | | [COCOO@®] car | | [OCOCC@] AT ]
Gald UAS  tk promoter Gald UAS  tk promoter Gald UAS  tk promoter

Figure 6 : MAGE-AL contrecarre la transactivatioarqNotch1-IC et recrute HDAC. i) et ii ) Résumé
des données expérimentales utilisant Galdbd et SK&Rch1-1C et le rapporteur CAT en accord avemledéle
de Zhou et al. iii) En se liant a SKIP et en reant HDAC, MAGE-A1 interfére avec la transactivatioar
Notch1-IC et réprime la transcription (Laduron dt, 2004).



.2.1.1.2. Le genMAGEA4

Ce gene possede plusieurs promoteurs qui géneutaritale premiers exons €pisses
de maniére alternative (figure 4). Du fait qu'dgsede une région C-terminale semblable a
MAGEAL, il est aussi capable d’'interagir avec SKLRduron et al., 2004). Néanmoins, sa
liaison avec l'oncoprotéine gankyrine est, elleadmup plus spécifiqgue. La gankyrine est
une oncoprotéine qui consiste en une répétitiosixdankyrine et d’une extention N-terminale
de 38 acides aminés. Cette protéine, surexprimges da plupart des carcinomes
hépatocellulaires, se lie avec diverses protéirmeg Bb et Cdk4. Cette action entraine la
perte de signaux inhibiteurs de la croissance le@tuimpliqués dans I'apparition de tumeurs.
MAGEA4 est capable dinteragir avec la gankyrine dtinhiber son activité
« tumorigénique » (Nagao et al., 2003) sans toigedwoir une implication, par lui-méme,
dans la progression du cycle cellulaire ou danmol@ose.

Cependant, un fragment C-terminal de 107 acidesneésnide MAGEA4
(MAGEA4AN1) montre une capacité a induire l'apoptose de i@nandépendante et
indépendante de p53. En effet, son expression dkss cellules (U-2 OS) induit
l'augmentation du taux de p53 mais diminue la tepson de p2%*’ protéine au role
principal dans l'effet cytostatique médié par p§Bés divers stress cellulaires (radiations,
choc thermique, hypoxie,...). Récemment, il a ét@atéré que Myc influence le sort de la
cellule apres activation de p53 : arrét de la fadtion cellulaire ou apoptose. Pour ce faire,
Myc est recruté au promoteur de pPipar sa liaison avec Miz-1 et il bloque ainsi la
transcription de pZ1**induite par p53. Cette liaison a pour conséquelecéaire passer la
cellule de I'état quiescent a I'état apoptotighdAGEA4ANL1 intervient dans ce systéme par
sa liaison avec Miz-1 et son recrutement au nivéayromoteur de p2¥* qui entraine
linhibition de I'expression de p2¥' et la sensibilisation des cellules au signal pro-
apoptotique dépendant de p53 (figure 7) (Sakural, &004).

DNA damage
Y

caspase(s)

Y

protease

Y

’_i @ D21 cell cycle

p53 arrest
l_i / puma, eic

mitochond riap/

MAGE-A4

i CYELC =g APOPLOSIS

Figure 7 : Modéle des mécanismes de I'apoptoseitagar MAGEA4N1. MAGEAA4 est clivé par une
activité protéase dépendant des caspases spéciaiemand il est exposé a un stress génotoxique, generer
MAGEA4N1 qui inhibe la transcription de p2%*en liant Miz-1 et augmente le taux de protéines p53
conduisant a I'induction de génes pro-apoptotiquBg plus, MAGEA4N1 diminue le taux de protéines Bcl-xL.
Tous ces effets contribuent a la mort cellulairaki@ai et al., 2004).
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L’activité pro-apoptotique de la partie C-terminalgomologue a MAGEAANLI,
d’autres protéines de la famille MAGEA a aussi @&igdiée. Les résultats suggerent que les
domaines C-terminaux de MAGEA1, A2 et A12 augmenést 'apoptose mais de facon
moindre que celle de MAGEA4 (Sakurai et al., 2004).

1.2.2. Les génes MAGE de type Il

Les génes MAGE de type Il sont ceux des sous-fasMIAGED, E, F, G, H, I, J, K,
L et le géne NecdinCes génes ont un profil d’expression trés difiéide celui des genes de
type I. En effet, ils sont exprimés dans de nombitessus somatiques normaux au cours du
développement et chez I'adulte (Bertrand et al0420 Chez 'homme, les genBBAGED, E,
H, I, J et Ksont situés sur le chromosome X, les géWd&GEG, L et Necdirsont dans la
région g11-g13 du chromosome 15 et le g€ EF est sur le chromosome 3 (figure 2).

La sous-famille de genes de typdMAGED, qui comprend 4 génes chez ’'homme et 3
chez la souris, est particulierement intéressdraestructure de ces genes differe totalement
de celle de tous les autrbBAGE En effet, ces génes sont constitués de 13 edons11
sont codants alors que dans tous les autres @&A&E, I'ORF (Open Reading Frame) est
codée par le seul dernier exon (Figure 8). Cedgurel que les genddAGED sont les génes
originels a partir desquels tous les autMAGE ont été générés par rétroposition et
duplication. De plus, contrairement a la plupad datredMAGE, les gene$MAGED ont été
bien conservés (grande similarité entre genes mse&imurins) au cours de I'évolution des
mammiféres, ce qui suggere qu’ils exercent des ligdportants.

A

276 478
[ T ) MAGE-D  protein
606

j— i . i
] 309 MAGE-A1 protein
B
1 1 2 3 4 5 6 7 ag 10 11 2 13
II_H_E_E—_‘E-H_H i H E E_ﬂ_ e e
ﬂ (— ] o e

3

-

=

=3
-
n

Figure 8: A) comparaison des protéines MAGED et MAGEAL. Lesésanpirs représentent les
régions d’homologie. La position des acides aminést indiquée. B) structure exon-intron du géneG@#n1
et du gene MAGEAL (représentative de tous les sigigaes MAGE). Les traits représentent les intrdes
carrés blancs, les exons ; et les carrés noirsségiences codantes. D'apres Lucas et al., 1999

Parmi les geneBIAGE de type I, les deux genes qui ont été le mieuaatérisés sont
MAGED1et Necdin
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1.2.2.1. Necdin

Necdin est un geneMAGE mono-exonique situé dans la région ql11-13 du
chromosome 15 et qui code une protéine nucléaif28ecides aminés tres conservees entre
’lhomme et la souris.

Cette protéine est un inhibiteur de croissancentigiement exprimé dans les cellules
post-mitotiques (certains neurones et cellules olases) au cours du développement
embryonnaire et chez l'adulte (Uetsuki et al., 19%&drieu et al., 2003). Necdin interagit
avec le facteur de transcription E2F1 qui intervaems la régulation de I'expression de genes
nécessaires a la progression du cycle cellulainglus particulierement a I'entrée des cellules
en phase S (Taniura et al., 1998). E2F1 est capdbl se lier a Rb (protéine du
rétinoblastome), un suppresseur tumoral, selorésatrde phosphorylation. En effet, lorsque
Rb est hypophosphorylé (phase G1) il lie E2F1 ptimée son activité transcriptionnelle, ce
gui empéche la cellule d’entrer dans la phase 8ts He la transition de la phase G1 a la
phase S, Rb est phosphorylé (cyclines et cdksheéxtel E2F1 qui active alors la transcription
de genes impliqués dans la réplication de I'ADNlats le contrdle de la croissance cellulaire
(figure 9). Tout comme Rb, Necdin interagirait ayé2F1 et empécherait I'entrée des
neurones dans le cycle cellulaire (Taniura etl&198 et 1999)

—-| Repression

E2F responsive genes |

——] Repression
G1 E2F responsive genes |
©
Eyelin® —&
@

Activation
| E2F responsive genes |

Figure 9 : Représentation schématique de facteangdulation du cycle cellulaire impliqués dans la
transition de la phase GO/G1 a la phase S (Yoshak&@00).

Necdin pourait aussi se lier a p53, réprimant asosi activité transcriptionnelle. Une
surexpression de Necdin protégerait les celluleBageptose induite par p53. Ces résultats
suggerent que Necdin pourrait étre responsable dntient de I'état post-mitotique des
neurones et avoir un réle dans la survie de casatellules du SNC (Taniura et al., 1999 et
1998).

Chez 'homme, la région chromosomique ou se sitiegéneNecdin subit une
empreinte génétiqgue de sorte que seuls les alpaitsnels des genes de cette région sont
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exprimés (Mac Donald et al.,, 1997). Des microd@hét dans cette région constituent la
cause de 70% des cas de syndrome de Prader-WMSJP Cette maladie, dont 'incidence
est de 1/10.000 a 1/30.000, est caractérisée parhypotonie néonatale majeure, des
difficultés alimentaires, une hyperphagie entrainame obésité, une déficience mentale, le
plus souvent modérée, des difficultés d'apprengssades troubles variables du
comportement, un retard statural et pubertairedggpadisme). Chez la souris, la région C
du chromosome 7 est synténique a la région 15g3ldglI’homme et contient des géenes
homologues donNecdin Afin d’évaluer I'implication de la déficience eédecdin dans le
PWS, des souris déficientes en Necdin ont été §éaérUne fraction variable des souriceaux
déficients en Necdin meurt dans les 1 a 2 jourssgivent la naissance. Cette |étalité serait
due a une déficience des réflexes respiratoirégmnd du fond génétique des animaux. De
plus, certains déficits qui rappellent ceux du sgntke de Prader-Willi se retrouvent chez les
survivants déficients en Necdin. Parmi ceux-gi & une réduction en neurones produisant
I'ocytocine et la LHRH (Lutenizing Hormone-ReleagiHormone) dans I’hypothalamus et un
retard de croissance (Muscatelli et al., 2000).

.2.2.2. Le gendAGED1

Le gene MAGEDL1 (aussi appeMRAGEet DIxin-1 suivant I'espéce considérée) est
situé sur le chromosome X dans la région pl1.28dée pour une protéine de 778 acides
aminés. Chez 'hommeMAGED1 est exprimé au niveau du cerveau, du foie et €ies du
foetus, tandis qu’il est essentiellement présens darcerveau chez I'adulte (Bertrand et al.,
2004). Des études, réalisées in vitro, ont mogtré MAGED1 agit comme modulateur
transcriptionnel impliqué dans la réegulation du leycellulaire et de I'apoptose via des
interactions avec divers partenaires qui furemtifiés par la technique du double hybride.

P75NTR :

p75NTR est un membre de la famille des réceptewr§NF (tumor necrosis factor)
capable de lier les 4 différentes neurotrophinegcawune affinité semblable. Les
neurotrophines sont des facteurs de croissancd dganréles dans divers phénomenes tels
gue le développement, la survie et la mort deslleslinerveuses. |l existe 4 neurotrophines
chez les mammiferes : le NGF (nerve growth facter)BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), la NT-3 (neurotrophin 3) et la NT-4/5 (newophin 4/5). Il y a deux types de
récepteur pour les neurotrophines : p75NTR, etTids (famille des récepteurs tyrosines
kinases).

Lorsque p75NTR et TrkA, l'un des membre de la féenilrk, sont coexprimeés,
p75NTR facilite la liaison de NGF a TrkA et de edt faugmente l'activation de TrkA et le
signal de survie dépendant de NGF (Roux et Bag32). p75NTR est également exprimé
dans des cellules qui n’expriment pas de réceptérkset possede dans ces cellules une
activité autonome proapoptotique. En effet, ilt& démontré que p75NTR est capable
d’induire la mort cellulaire via un domaine Chopmer ressemble au « fas death domain »
mais qui ne fait pas intervenir les protéines aataipes FADD et TRADD. De ce fait,
p75NTR possede un mécanisme de signalisation ajppetoqui difféere des autres membres
de la superfamille des récepteurs TNF.
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C'est dans cette optique qu'une interaction entrAQ#D1 et p75NTR a été
identifiée. Celle-ci a pour conséquence d’empéthdinison entre p75NTR et TrkA ce qui
résulte en une inhibition de la progression dueydllulaire et une facilitation de I'apoptose
dépendante de p75NTR. MAGED1 déclenche une casapdptotique mitochondriale
(libération de cytochrome et activation des caspases 3, 7 et 9) via unedépendante des
JUN kinases et du facteur de transcription c-jugyfe 10) (Salehi et al., 2002).

l Meuratrophin
(NGF)

oias
itochondriales

— ™
< Cell death EIPJ(.DE?«* )

i drengs i Neuroscienoes

Figure 10 : Modeéle d’action de MAGED1 (NRAGE) sapbptose en réponse a la liaison de NGF a
p75NTR.

A c6té de ces études in vitro, I'analyse de salgficiente erMagedla démontré que
Magedln’est pas nécessaire au développement normal sleulds, mais qu’'une déficience
en Magedlconduit a un manque d’apoptose dans certaineststescen développement
(Bertrand et al., soumis a publication). Certaaspects phénotypiques de la déficience en
Magedl (retard de la phase catagéne du follicule pileux|'@poptose réduite des
motoneurones) sont aussi observés chez les anideickents en p75NTR, ce qui valide le
lien fonctionnel observé in vitro entre ces dewt@ines.

UNC5H1 :

Cette protéine est un membre de la famille desptéoes de type UNC5H sensible a
la nétrine-1 et impliqué dans l'orientation axondke migration cellulaire et I'apoptose.
MAGEDL1 est impliqué dans le signal apoptotique régaar UNC5H1. MAGED1 lie ce
récepteur au niveau de sa région juxtramembranaireontient un domaine PEST (Proline,
Acide glutamique, Sérine et Thréonine) capablediiire I'apoptose. Cette configuration est
semblable a celle de p75NTR avec lequel MAGEDliesédalement au niveau de la région
juxtamembranaire contenant un domaine PEST ce @uilwt a I'induction de I'apoptose.
UNC5H1 et p75NTR partagent des similarités striadas et de la sorte, MAGED1 pourrait
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induire I'apoptose via des mécanismes similairear des deux récepteurs (XIAP, JNK)
(Williams et al., 2003).

DIx5/Msx2 :

Ces protéines sont des membres de la famille detipes a homéodomaines
DIx/Msx. Elles jouent un réle crucial dans le déppement et la réparation des os.
MAGED1, via son motif répété WQXPXX, interagit av@tx5 et, via son domaine MHD, il
interagit avec Msx2. Par ces liaisons, il actiitela transcription dépendante de DIX5.
MAGED1 ne semble pas avoir d’activité de transation par lui-méme mais serait une
protéine adaptatrice qui stabiliserait ou servidht pontage pour le complexe DIX5 et ses
coactivateurs (Masuda et al., 2000 et 2001).

Prajal :

Cette protéine a domaine « RING finger » se lieAQ&D1 et agit envers lui comme
une ubiquitine ligase E3 entrainant sa dégradaiilasi que celle de Msx2. Cette dégradation
de MAGEDL1 provoque une répression de l'activitérdescription de DIx5 mais cette action
n'est pas la seule cause de la répression carnimieition du protéasome ne rétablit pas
totalement I'inhibition que subit DIX5 (Sasaki &t 2002).

IAPSs :

Les protéines IAPs (inhibitor of apoptosis) faverisla survie cellulaire en liant les
caspases par leur domaine BIR (séquence située-temni\ et riche en cystéine). En
conséquence, ces protéines inhibent les caspaskapeptose pour favoriser la survie
cellulaire. MAGED1 interagit avec certains membdescette famille de protéines dont les
ITAs (inhibitor of T cell apoptosis) et les XIAPX-inked inhibitor of apoptosis) via leur
domaine en doigt de zinc. Ces liaisons entraifiantélération du clivage des IAPs et
favorisent I'apoptose (Jordan et al., 2001).

Ror2 :

Ror 2 est une protéine de la famille des réceptuosine kinases qui joue un réle
crucial dans la morphogenése du cceur et du squeRtr 2 régulerait la distribution
subcellulaire de Magedl. En effet, I'associatiotreeiMagedl et Msx2 est perturbée par la
présence de Ror 2 : Ror 2 séquestrerait Magedlldam®mpartiments membranaires, ce qui
empécherait Magedl de s’associer avec Msx2 dansyau ou il effectue sa fonction de
modulateur transcriptionnel (Matsuda et al., 2003).
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[.2.2.3. Le gen®AGED?2

L’expression de Maged2 chez I'embryon de sourisnmémentaire a celle de
Maged3, est faible dans le cerveau et importants tareste du corps, notamment dans les
muscles lisses et stries squelettiques. Par coatta,naissance on observe la présence de
Maged?2 dans les régions prolifératives et en difiération du cerveau. Chez I'adulte (P60),
Maged2 n’est plus détecté dans le cerveau (Berteindl, 2004). Chez I'homme, des
résultats semblables ont été obtenus pour 'embnyais pas pour I'adulte ou il est exprimé
dans le cerveau (Bertrand et al, 2004).

.2.2.4. Le gendAGEE1

Chez 'homme,MAGEE] aussi appel®AMAGE pour « dystrobrevin associated
Melanoma AntiGEn », est un géne situé en Xql3dl pdrtie transcripte est longue 3628
paires de bases et contient une ORF unique derd@ddotides. Le profil d’expression de ce
gene chez la souris adulte est ubiquiste mais pi@sm niveau d’expression plus important
dans le cerveau. Dans ce dernier, Mageel estne&pdans les corps cellulaires et les
dendrites des neurones du gyrus denté et dangllages pyramidales de I'hippocampe. En
dehors du SNC, Mageel se localise aux synapsesomesculaires au niveau d'un
compartiment sous-membranaire directement en deskola synapse (Albrecht et al., 2003).

La protéine MAGEE1 comporte plusieurs caracténsgstructurales :

2 MHD en C-terminal, dont I'un est tronqué

Une région de 30 répétitions contigles de 12 résiduec la séquence
consensus A(S/T)EGPSTSVPPT qui n'est semblable @unau répétition
connue.

Une hyperphosphorylation possible sur sérine/threomans la région de
répétition du géne humain puisqu’elle possede &% gjui ont une séquence
consensus reconnue par la protéine kinase C as&rne kinase.

Des séquences riches en prolines, sérines, thesong résidus acides
(séquences PEST), dans la région de répétitionpguvent étre des cibles
pour la dégradation par le protéasome 26S ou p=aipaine

Une région riche en résidus basiques (SRRRRRRVAKAEA N-terminal

pourrait constituer un signal de localisation nack® (NLS). De plus, la
séquence en amont du NLS potentiel est tres cobsesntre ’homme, le
macaque et la souris, ce qui suggére que cetteségyourrait étre impliquée
dans l'adressage de la protéine ou avoir une &utiion

La présence d’'un NLS potentiel et les observatamsmmunofluorescence montrant
gue MAGEEL1 réside dans les noyaux et les compamtsn@érinucléaires de cellules
musculaires suggérent que MAGEE1 pourrait se déplantre le complexe membranaire
dystrobrévine-dystrophine et le noyau (Albrechalet2003).

qu§1 16



Le seul élément connu potentiellement impliqué darfenction de MAGEEL est son
interaction avec la région N-terminale de-tlystrobrévine. Cette interaction requiert dans
MAGEEL1 une portion de 214 acides aminés du cétér@ihal qui comprend le deuxiéme
MHD. Dans la-dystrobrévine une région de 286 acides aminésvah de son domaine
« ZZ », un type de doigt de zinc, est requise gouarinteraction avec MAGEE1 (figure 11).
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Figure 11 : Représentation des régions de MAGEE&{Ale la-dystrobrévine (B) requises pour leur
interaction d’apres Albrecht et al., 2003.

L’'analyse de la distribution de MAGEE1l dans leslules déficientes enu-
dystrobrévine ne révele aucune différence de Isattin que se soit au niveau des jonctions
neuromusculaires (JNM) ou des nerfs périphériqueSette observation suggere que
MAGEE1 possede d’autres partenaires d’interactioa kp-dystrobrévine (Albrecht et al.,
2003).

II. Dystrophine et dystrobrévine

*|le lecteur pressé peut ignorer cette partie arbiduction qui n’est pas nécessaire a la bonne
compréhension de la section « résultats et dismussi

[l.1. La dystrophine

Le gene de la dystrophine est le plus long conraz ¢fhomme et la souris avec ses
2.4 Mb situé en Xp2l et ses 79 exons qui codentramscript de 14 Kb. Toutefois, des
formes d'épissages alternatifs existent et sonistndptes par au moins sept promoteurs
spécifiques a certains tissus. Trois de ces preunstrefletent les sites majeurs d’expression
de la dystrophine. Le « brain promoter » dansnkesrones corticaux et I'hippocampe, le
« Purkinje promoter » dans les cellules de Puekinjles cellules musculaires squelettiques et
le « muscle promoter » dans les cellules musadaquelettiques et cardiaques (Blake et al.,
2002).

mq§1 17



La protéine codée par ce gene fait partie de lallames protéine$-spectrined-
actinine. Elle est composée de quatre domainegidomels (figure 12). Comme les autres
membres de cette famille de protéines, la dystrapliomporte un domaine de liaison a
I'actine qui permet I'ancrage du complexe de latdyshine avec le cytosquelette. Le second
domaine de la dystrophine est le « rod » domaineanstitue plus de 70% de la longueur de
la protéine et contient chez les vertébrés 24 itémp® de type spectrine (triple hélice). Le
troisieme domaine de la dystrophine est un domaaie en cystéine hautement conservé.
Ce domaine contient un motif WW riche en prolineé ggrmet la liaison entre la dystropine et
le B-dystroglycan. Ce domaine inclut également ded-<«Bnds » qui pourraient lier le
calcium. Enfin, le domaine riche en cystéine cangrun motif ZZ, similaire a un doigt de
zinc, capable de lier la calmoduline en présenceattdum. L’extrémité C-terminale est un
domaine coiled-coil (CC) capable de lier la dystésine, les syntrophines et d’autres
protéines associées au complexe de la dystropRimieefts et al., 2001 ; Lapidos et al., 2004).
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Figure 12 : Représentation des domaines de la dghktne. Du c6té N-terminale, un domaine de
liaison a I'actine permet I'ancrage du complexelaelystrophine avec le cytosquelette. Ensuites uod
domain » contenant des répétitions de type specast prolongé par un domaine riche en cystéinginEun
domaine coiled-coil en C-terminal est capable de diiverses protéines associées au complexe de la
dystrophine ( d’aprés Rees et al., 2006).

[1.2. Le complexe de la dystrophine

Le complexe de la dystrophine posséde une partipagticipe a I'ancrage des cellules

a la matrice extracellulaire par la formation dlien entre I'actine du cytosquelette et des
composants de la matrice extracellulaire (agrir@minine,..). Le complexe de la
dystrophine sert aussi d’échafaudage qui concaattstabilise, au niveau de la membrane,
diverses protéines impliquées dans des voies dal&gtion encore mal connues. Hormis la
dystrophine, ce complexe protéique est composéwdesdéléments dont les sarcoglycanes,
les dystroglycanes, les dystrobrévines, le saregstm synthase d’oxyde nitrique et la
caveoline-3 (figure 13) (Blake et al., 2001).

Les six sarcoglycanes., (B, v, 6, ¢, et({) forment des complexes transmembranaires
ayant au moins un site de glycosylation. Les sfycanesa et - sont dits de type | et sont
tres semblables tandis que les autres sarcoglysamesle type Il. Leur role précis est encore
a préciser. Toutefois, I'étude de tissus muscegaméficients en sarcoglycanes démontre
gu’ils ne sont pas nécessaires a la localisatioratuplexe de la dystrophine mais bien a
l'intégrité membranaire (Lapidos et al., 2004).

Le sarcospan est un membre de la famille des pétnéses qui requiert la présence
des sarcoglycanes pour stabiliter le complexe manaire. Les muscles déficients en
sarcospan ne montrent aucune caractéristique degpathyes liées au complexe de la
dystrophine. Cette absence de phénotype réstlthrdait que la famille des tétraspanines
est tres grande et donc que d’autres membres peEnirreompenser la perte du sarcospan.
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Dans d’autres tissus, les tétraspanines sont ingdis| dans des voies de signalisation induites
par les intégrines (Lapidos et al., 2004).

La cavéoline-3 est exprimée exclusivement danmlescles striés et comme les autres
formes de cavéoline, elle est capable de s’olig@®émpour former une cavéole, petite
invagination membranaire, qui participe a l'orgatisn membranaire et a la capture de
solutés. Les cavéoles sont aussi des sites dga@aur des protéines de signalisation. Il a
été recemment démontré que la présence de la oa~3oést critique pour la localisation de
src aux « lipids rafts » et que la perte de la clwé-3 en membrane entraine une
accumulation de « src » autour du noyau et une aogation de I'apoptose des myofibres
(Lapidos et al., 2004).

La synthase d'oxyde nitrique (nNOS) est liée au glewxe de la dystrophine et
intervient au niveau des muscles squelettiques ldarasoconstriction.
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Figure 13 : Schéma du complexe de la dystrophiaedyistrophine forme un lien entre I'actine du
cytosquelette et la matrice extracellulaire via tgstroglycanes. Le sarcospan et les sarcoglycatadslisent
le complexe membranaire. Un complexe intraceltaelabmprenant les syntrophines, la dystrophinaet |
dystrobrévine stabilise la nNOS dans une possgigosarcolemmale (Expert Reviews in Molecular Meei®
Cambridge University Press ISSN 1462-3994).

11.2.1. La dystrobrévine

La dystrobrévine est une protéine faisant particcamplexe de la dystrophine dont
elle pourrait médier une partie des fonctions dealisation. En effet, des souris déficientes
en a-dystrobrévine montrent des pathologies musculairas sans la fragilité membranaire
caractéristique des dystrophies musculaires réguttaine déficience en dystrophine. De
plus, il a été récemment démontré que la dystrabegyeut compenser en partie la perte de la
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dystrophine chez Celegans suggérant que ces deux protéines participentsavdies de
signalisation similaires dans le muscle (Blakel ¢2802).

Deux genes codent pour les protéines de la famidléa dystrobrévine. Le gene de
I' a-dystrobrévine est localisé sur le chromosome harb@ien 18q12.1-12.2 et code plusieurs
isoformes différentes. Trois isoformes majeureslystrobrévine-1, -2 et -3, sont présentes
dans les muscles squelettiques et cardiaques nifigngee 14). Une complexité additionnelle
est générée par la présence de trois promoteyrarain épissage alternatif. Le promoteur
musculaire est actif dans les muscles squelettigueardiaques et conduit a I'expression des
trois isoformes de d-dystrobrévine. Ce promoteur contient plusieutssspermettant la
liaison de facteurs de régulation spécifiques ausates tels que la myogénine et le MEF-1
qui sont activés durant la différentiation musaeai Durant le développement des souris, I
a-dystrobrévine-1 est exprimée en premier dans dssust non-musculaires (SNC,
épithéliums,...) et suit I'induction de divers proses de différentiation. Dans la plupart de
ces tissus, I'expression de oaddystrobrévine-1 disparait avec la progression du
développement. Les 3 isoformes de-dystrobrévine sont présentes au niveau du
sarcolemme dans des cellules musculaires nornaldsstque dans les cellules déficientes en
dystrophine, li-dystrobrévine est séverement réduiteo-dystrobrévine se situe également
au niveau de la jonction neuromusculaire (JMN) nsaiprésence persiste a cet emplacement
dans les cellules déficientes en dystrophine ceirglique que le mécanisme d’ancrage du
complexe de la dystrophine dans les JMN est diftéde celui au niveau du sarcolemme. Le
gene de lg3-dystrobrévine est localisé sur le chromosome han2aen 2p22-23. L#-
dystrobrévine n’'est pas exprimée dans les muschis ast abondante dans le cerveau, les
poumons, le rein et le foie (Rees et al., 2006).
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Figure 14 : Représentation schématique des diffésmfiormes de la dystrobrévine. okdystrobrévine
(a-DB) et lag-dystrobrévine £-DB) ont toutes les deux des régions d’homologexdes domaines riches en
cystéines et avec la région C-terminale de la dygtme/utrophine. Les molécules peuvent étre &dgen
plusieurs régions, deux « EF-hand » (vert) quitike C&" ; le domaine ZZ (bleu), un type de doigts de zixic q
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pourrait fonctionner comme un site de liaison &#émoduline ; une région Vr3 (rouge) qui contienhldes
deux sites de liaison aux syntrophines (astérisqu&) domaine coiled-coil (CC) composé de deuglical
leucine-heptad motifs » (jaune) et capable del&eatystrophine ; et le domaine substrat de tyrosikinases
(TK) (Rees et al., 2006).

La dystrobrévine peut étre divisées en plusiedgions (figure 13) : deux « EF-hand
» qui lient le C&'; le domaine ZZ, un type de doigts de zinc qui paitifonctionner comme
un site de liaison a la calmoduline ; une régioB Yui contient I'un des deux sites de liaison
aux syntrophines ; un domaine coiled-coil (CC) pose d’un domaine substrat de tyrosines
kinases (TK) ; et deux « hélical leucine-heptad ifeot (H1 et H2) capables de lier la
dystrophine/utrophine (Rees et al., 2006).

La dystrobrévine n’ayant pas d’activité enzymatiguepre, elle joue probablement un
rble de protéine adaptatrice dans les voies deaksgiion du complexe. Dans ce cadre,
plusieurs protéines, outre MAGEEL, interagissenecaVa dystrobrévine telles que la
syncoiline (Newey et al., 2001) et la desmulinetgines liées aux filaments du cytosquelette,
la dysbindine (Rees et al. 2006) et les syntroghigei semblent jouer un réle dans la
formation des JNM et dans la contraction musculdigerre 15) (Grisoni et al., 2003).
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Figure 15 : Modéle de I'action du complexe dystroglisyntrophine sur les cellules musculaires de C.
elegans. La dystrophine est liée a I'actine-Facgllulaire par sa région N-terminale et a un coexa
transmembranaire de protéines principalement cordptesdystroglycanes (DG), sarcoglycanes (SG). Les
syntrophines (Syntro) peuvent se lier a la dystioglvia la dystrobrévine. Elles peuvent aussi direr le flux
de calcium et, par conséquent, I'activité musc@gar un mécanisme encore inconnu mais pouvantqguoggl
des récepteurs et des messager secondaires ndifiée(Grisoni et al., 2003).

11.2.2. Dystroglycane et cancers

Le dystroglycane (DG) est un récepteur cellulakpriené dans une variété de tissus
(muscles, épithélium, neurones,...). Il interagite@avdes protéines de la matrice
extracellulaire (MEC) telles que la laminine, lerlpean et I'agrine (Winder et al., 2001) et
des protéines membranaires comme les neurexinggd® al., 2001). Le dystroglycane est
codé par un seul gene, DAG1, sur le chromosomen®ahu Son transcrit code un précurseur
de 895 acides aminés chez les vertébrés supénguamres un clivage post-traductionnel,
libérera deux sous-unitésgidystroglycane et I@-dystroglycane. Lld-dystroglycane est une
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protéine extracellulaire hautement glycosilée denpoids moléculaire varie de 120 a 180
kDa selon le tissu considéré. PBedystroglycane est une protéine transmembranairé3de
kDa qui forme avec d-dystroglycane un complexe fonctionnel membrangue relie la
membrane basale extracellulaire, la membrane agkuét le cytosquelette par sa liaison avec
la dystrophine/utrophine (Figure 16) (Sgambatd.e2805).

N-terminal
[
u-DG

| u-DG mucin-like
{ region

\ C-terminal
J u-DG

N-terminal (
B-DG /1
Transmembrane J ﬂ ﬁ

Intracytoplasmic 1

and D

domains of }-DG

Figure 16 : Schéma des domaines du dystroglyca.(Da-dystroglycaned-DG) et les-
dystroglycaneA-DG) sont trés glycosilés . Le complexe du DGashé via une interaction non-covalente entre
le domaine C-terminal ded*DG et I'ectodomaine dg-DG. Le domaine cytoplasmique gNDG contient dans
sa partie C-terminale un site de liaison a la dgpfnine(Sgambato et al., 2005).

En plus de son réle structural, le dystroglycanergt prendre part a des voies de
signalisation, d’autant plus que son role stru¢toi@st pas rempli uniguement par sa capacité
de pontage. En effet, le dystroglycane réguleid&ridution de la cavéolin-3 dans les tissus
épithéliaux et par conséquent celle du réceptgntégrin-7. Ainsi, le dystroglycane pourrait
réguler 'adhésion cellulaire via des voies intaga-dépendantes (Brennan et al., 2004).

Le dystroglycane est également impliqué dans des e signalisation intracellulaire
via son interaction avec la protéine adaptatrice-Zr Cette derniére est requise durant
'embryogenese de la souris, pour la différentiatite cellules endodermales et la formation
de I'épiblaste via une voie Ras/Sos-dépendanten@heal., 1998).

Le dystroglycane a d’abord été étudié dans lesileslimusculaires dans le cadre du
complexe de la dystrophine afin d’éluder son ingilan dans les dystrophies musculaires
(Campbell et al., 1989 ; Ervasti et al., 1990).ufBfois, depuis quelques années sa présence
dans des types cellulaires autres que musculaiggese qu’il ait un réle important au niveau
des cellules épithéliales et neuronales dans leldgpement, la formation de la membrane
basale et dans le maintien de I'intégrité des sigtlenry et al. 1998). En parallele a ces
études, il a été remarqué que I'expression du alylsitane varie au niveau de cancers du
sein, de la prostate et du colon (Henry et al. 120M@e faibles taux, voire une absence-d’
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dystroglycane sont observées et sont en corrélavea la progression tumorale, de hauts
taux de prolifération et de faibles taux de surdes patients. Ces observations
s’expliqueraient par le fait que les cellules tuaies perdraient leur attachement a la MEC et
deviendraient ainsi plus envahissante et plus éla@ht métastasiques (Sgambato et al.,
2005). Cependant, I'implication du dystroglycarensl I'évolution tumorale ne semble pas
n'étre due qu'a une perte de liens structuraux. elet, des évenements plus complexes
impliquant des voies de signalisation pourraiergl&gent intervenir, sachant que, dans des
cellules tumorales mammaliennesy-tlystroglycane interagit avec hAG-2 et hAG-3, deux
protéines sécrétées par les cellules et impligdéas la différentiation cellulaire, (Fletcher et
al. 2003). De plus, il a été démontré que le mardpi dystroglycane entraine la perte de la
polarisation et de linduction de If-caséine dans les cellules épithéliales mammaires
(Muschler et al., 2002 ; Lynn Weir et al., 2006).

Objectifs du mémoire

Il est avéré que le cancer est une maladie gémetigusée par des accumulations de
mutations somatiques dans les oncogénes et les gaperesseurs de tumeurs. Toutefois,
seule une faible partie de ces genes ont été &@salgs un grand nombre d’altérations
impliquées dans le développement des tumeurs ebalplement encore inconnu. Dans le
passeé, la recherche de mutations impliquées dazemnieer a été guidée par des informations
provenant d’'études de familles enclines aux cancpes lidentification d’anomalies
chromosomiques dans les tumeurs, ou encore pantaissance de la fonction des protéines
spécifiées par ces génes. De nos jours, les nedhdd la biologie moléculaire et de la
protéomique a haut débit permettent de découvinedmaniere non biaisée, de nouveaux
géenes qui contribuent a la tumorigenése.

C’est dans cette perspective que Sjoblom et aDAR0Ont développé une stratégie de
recherche de mutations dans des tumeurs humairashalle du génome (figure 17). Leur
analyse se porta sur les deux types de cancenglusscommuns, c'est-a-dire, les cancers
colorectaux et les cancers du sein qui, a eux deomstituent 20% des cas de cancers
diagnostiqués dans le monde. Leur stratégie dansisséquencer les 14.661 génes qui
composent le « consensus coding sequences » (CCDS)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/CCDS/), afid'analyser le génome de 11 lignées
cellulaires ou xénogreffes des deux types de tusnehrpartir des 465 Mb de séquences de
tumeurs obtenues ainsi, Sjoblom et al. ont pu ilenB16.986 mutations potentielles dont la
tres grande majorité purent étre écartées car @kaient que des mutations silencieuses, de
simples polymorphismes, ou ne purent étre confismégres inspection visuelle des
chromatogramme d’analyse de séquences. Une artre ge ces mutations ont été éliminées
car elles n'ont pu étre confirmées ou a cause degdeésence dans le génome des cellules
normales des patients considérés. Par cette nm&&thoslr2 genes ont été identifies comme
ayant une ou plusieurs mutations dans des celiutesrales. Ensuite, la détermination d’'un
« cancer mutation prevalence score » (CaMP), eaftéta probabilité que le nombre de
mutations observées dans un gene donné ait unesfrég de mutation plus importante que la
fréequence de mutation obtenue par hasard dansneg géermis d’identifier 189 genes CAN
(« candidate cancer genes »). L'un de ces gends €AMAGEELldont deux mutations
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ponctuelles, ¢.2126 A>T (p.Y640F) et ¢.2198 C>AT@H4N), ont été identifiee dans des
cellules de cancers du sein de deux patientesfall).

Human genome consensus coding sequence
14,661 transcripts from 13,023 genes
'

Extract protein coding sequences
120,839 different exons

Design primers for PCR amplification
and sequencing of coding exons
21 Mb target sequence
135,483 primer pairs

Amplify and sequence tumor DNA
(11 breast tumors, 11 colorectal tumors, 2 normal samples) Fraction
c 465 Mb total tumor mutations
() i remaining
0] Assemble sequence data and identify putative mutations
= 816,986 putative mutations observed 100%
ll; 259,957 silent changes excluded J 68.2%
= 1
g I,‘P?:?QG;@?EHE’% present in normal sample excluded | 48.2%
8 [11,004 known polymorphisms excluded | 46.9%
2 ==
5 |353,738 changes excluded upon visual inspection I 3.6%
Resequence tumor DNA to confirm remaining 29,281 mutations
|9,295 unconfirmed mutations excluded ‘ 2.4%
Sequence patient-matched DNA from normal cells to
ine whether ing 19,986 ions were somatic
18,414 germline variants excluded 0.19%
|265 changes from highly related regions excluded \ 0.16%
1,307 somatic mutations in 1,149 genes ‘
Assess gene mutation frequency and spectrum
by sequencing 24 additional samples of affected tumor type
3 Mb target sequence Fraction
77 Mb total tumor sequence mutations
T - remaining
Assemble sequence data and identify potential mutations =
133,693 putative mutations observed 100%
= =
8 —> | 41,586 silent changes excluded 68.9%
B [—> | 18,198 germline variants excluded ] 55.3%
w
c — IGB.961 changes excluded upon visual inspection | 3.7%
(e}
'-og ‘ Resequence tumor DNA to confirm remaining 4,948 mutations }
= 2,345 unconti ions excluded | 1.9%
g Sequence patient-matched DNA from normal cells to
determine whether remaining 2,603 were somatic|

[— 2,042 germline variants excluded 0.42%

== ’186 changes from highly related regions axcludedw 0.27%

365 mutations in 236 genes

Figure 17 : Schéma de la stratégie d'identificaties mutations impliqguées dans le processus
tumorogénique (Sjéblom et al., 2007).

Gene CCDS accessign  Nom du géne Chromosome Schtieé C&lombre de mutations

MAGEE1| CCDS14433.1 Melanoma AntiGEn E1  Xq13.3 1.46 2 maisss

Tableau 1 : Caractéristiques des mutations du ¢dAGSEE1 découvertes par Sjoblom et al., 2006.

Mon mémoire a pour but de construire les premiarslsonécessaires a I'étude
fonctionnelle deMAGEE1let a analyser les effets sur cette fonction desitiouts identifiées
par Sjoéblom et al. Ces outils sont des vecteuesmpidiques permettant de diriger
'expression dMAGEE1dans des cellules de mammiféres transfectéesolls permettront
d’analyser I'effet de I'expression ectopique detatéine MAGEE1L (sauvage et mutante) sur
la prolifération et la survie cellulaire via un @any formation assay » et un « foci formation
assay ». Comme au laboratoire nous ne dispososisdpaticorps anti-MAGEEL, une
étiquette antigénique (TAG Xpress) a été ajoutéec@hé N-terminal de MAGEE1 pour
permettre la détection de la protéine grace a tin@ps reconnaissant cette étiquette.
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Matériel et méthodes

Matériel

[.1. Solutions

Tampon de lyse NP-40 : 50 mM Tris-HCI pH7,5 + 150 MNaCl + 1 % NP 40
et porter a 200mL avec de I'eau MQ

PBS:

Lait 5% : 2.5g de lait en poudre + 50mL de PBST

PBST : 100ml PBS 10X + 500uL de tween20 et portHr avec de I'eau MQ
GTE : 50mM glucose + 25mM Tris HCI pH8 + 10mM EDTA

KAc/HAc : 6ml Kac 5M + 1,15ml HA + 2,25ml eau

NaOH/SDS : 200ul NaOH 10N + 1ml SDS 10% + eau jizs@0ml

SB 2x : 100mM de Tris-HCI pH 6.8 + 200mM de DTT % 4le SDS + 0.2% de
BPB + 20% de glycérol

TAE : 2M de Tris-HCI + 0.05 mM d’EDTA + 1M d’acidecétique

TE : 10.0 mM de Tris-HCI + 1mM d’EDTA

Tampon Laemmli : 30g de Tris-base + 1449 de glyeid®0mL de SDS 10% et
ajouter de I'eau MQ pour atteindre un volume fiddlL

Anode | : 30mM de Tris-Base + 10% de méthanol

Anode Il : 300mM de Tris-Base + 10% de méthanol

Cathode | : 25mM de Tris-Base + 10% de méthandrmM d’acide
aminohexane + 0.01% de SDS

[.2. Plasmides

- pcMV6-XL5-E1 : plasmide construit par « TrueClongqut a inséré le cDNA
deMAGEE1humain dans pcMV6-XL5. Ce vecteur nous a senhake de
travail afin de construire une version dAGEEltaguée avec I'épitope
Xpress. De plus, grace a son promoteur T7, iaiglisé pour une
transcription/traduction in vitro ddAGEE1afin d’évaluer la taille de la
protéine MAGEEL.

- pcDNA 3.1 HisC : ce vecteur a été utilisé afin d&ec une forme taguée du
geneMAGEElavec I'épitope Xpress (figure 18). Son promofEl
permis de réaliser une transcription/traductioniiro du geneMAGEE1
inséré dans le vecteur.
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ATG | BxHis| o=
|

Comments for pcDNA3.1/His© A
5514 nucleotides

CMYV promoter: bases 209-863
T7 promoter/priming si s 863-882
ATG initiation codon: bases 920-922
Polyhistidine re; 932-949
Xpress™ epitoy 0-1012

Enterokinase recognition site: bases 998-1012
12-1085
s 1105-1122

Multiple cloning sit
BGH reverse priming s
ylation si

BGH p
1 origin: b
SV40 early promot
Neomycin resistancy
SV40 polyadenylation si
pUC origin: bases 37!
Ampicillin resis

mentary h[ﬂlﬂd)
5379 (Complementary strand)

Figure 18 : carte du vecteur pcDNA 3.1 HisC.

*There is a stop codon

follgwing the Yba |
site in version A

EcoR |

CR™I |

EcoR |
EcoR ¥V
Bat¥ |1
Hot 1
¥ho |
Hsi |
»bal
Apal

Figure 19 : Carte du vecteur pCRII

or P

pCRII : afin d’insérer MAGEE1a, fragment du gene GBIBE1 (du
nucléotide 211 au nucléotide 1138), dans pcDNAHBSC, MAGEE1la a été
introduit dans pcRII (figure 19) via la technique TA cloning.

pT7-LUC : ce plasmide est fourni par Promega danskg de
transcription/traduction in vitro, TnT® Coupled Redocyte Lysate
Systems, afin de servir de controle positif a kctién (figure 20).
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Sac | (1767)

Luciferase T7
Xmn| Control DNA
(2632) (4331bp)

BamH | (44)
Not | (22)
Hind NIl (11)

T7 Initiation (1)
T7 Promoter

Figure 20 : Carte du vecteur pT7-LUC. Les genepldamide sont représentés par des fleches dans des
rectangles.

[.3. Oligonucléotides

[.3.1. Séquencage d@AGEE1

Oligonucléotides Séquence 5’ en 3’

E1-44-S 5 TCAGCT TCAGCAGTTGCTTG 3
E1-454-S 5 ACC ATC TCT GAG GCCTCAAZ
E1-783-S 5 TGA TGA GGG ACC AAG CAC CT 3
E1-1216-S 5 ACT GAG GAG TTGAGCACCTZJZ
E1-1461-AS 5 TCC GGT CCACAGAGCACTAZ
E1-1571-S 5 GCC CTATAG AAT TCGAGG TC 3
E1-1951-S 5 GGC CTC CTG ATG ATGATTCT 3
E1-2279-S 5 TGG AAG AAG ATG CTG CCAGA 3
E1-2661-S 5 GGA GAT GGA AGAACCTGA GG 3
E1-3021-S 5 AGA TGA GGC CAATAG AGC TG 3
E1-3281-S 5 GATTGACCACTTGCT GTCTC 3
BGH-AS 5" TAG AAG GCA CAG TCG AGG 3

[.3.2. Synthése delAGEEla

Oligonucléotides Séquence 5’ en 3’ + sites deiotisin
Xhol (rouge)

XhoE1-met (S) 5 TCACTC CAGTCT CTG GTA AGC
CAG AAT TCG CGC ¥

XhoE1-1138 5 ATAACT CGA GIG CTC GAT CCC

(AS) TCACCAGCAGTZ
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1.2.3. Mutagenése de pcDNA 3.1 HisC-E1

Oligonucléotides Séquence 5’ en 3’ + nucléotidetasu
(rouge)

E1*-2126 A/T (AS - 5" ACT GGC CTGAAG TCTAAG T 3

S)

E1*-2198 C/A (AS - 5 TCATCTTGT TGG TTT CTAGG 3

S)

E1-BamHI-2680-AS 5" GAC TGG ATC CGT TTG GAC TGT
CTACGATCT 3

E1-1951-S 5 GGC CTC CTG ATG ATGATTCT ¥

Méthodes

[I.1. Techniques relatives a l'utilisation d’ADN

[l. 1.1 Transformation d’Escherichia coli par ché&ectrigue

Dans un tube de bactéries DiBlectrocompétentes, ajouternub de produit de
ligation

Mélanger doucement

Transférer les bactéries dans une cuvette a éectation préalablement refroidie
dans la glace

Provoquer un choc électrique court et intense, 5rasz800V

Ajouter rapidement 30QL de milieu LB liquide

Transférer le tout dans un tube Ependorff

Incuber 1h a 37°C et étaler les bactéries sur dmities contenant un milieu
sélectif approprié et laisser pousser O/N a 37°C

[1.1.2. Culture bactérienne

Dans un falcon stérile, ajouter 5 mL de LB euls d’ampicilline 100 mg/mL
(Roche)

Ensemencer ce milieu avec une colonie isolée detes

Incuber O/N, sans agitation, a 37°C

11.1.3. Préparation d’ADN plasmidique par lyse &iloa

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

Décanter et resuspendre les bactéries dangl3BOGTE+RNAse

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 tema 4°C
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- Ajouter 360uL de KAc/HA qui précipite TADN chromosomique et taéger
- Centrifuger 10 minutes a 14 000 rpm pour élimiegprécipité

- Reprendre le surnageant et y ajouter un volumeéhdaqi-CiAA

- Vortexer et centrifuger 15 minutes a 14 000 rpm

- Reprendre la phase aqueuse et y ajouter 1 voluraobloeforme

- Vortexer et centrifuger 15 minutes a 14 000 rpm

- Reprendre la phase aqueuse

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

- Ajouter 200uL d’éthanol 70% pour rincer le culot

- Décanter et laisser sécher le culot

- Reprendre le culot dans du TE ou de I'eau MilliQ

[1.1.4. Electrophorése en gel d’agarose

L’électrophorése en gel d’agarose permet de sépesefragments d’ADN dans un
champ électrigue en fonction du poids moléculdieepourcentage d’agarose est inversement
proportionnel au poids moléculaire (PM) des fragimmen séparer. Du Bromure d’Ethidium
(BrEth), un agent intercalant et fluorescent doie &jouté a I'agarose. Le PM des fragments
est estimé par co-migration des fragments d’ADNPd&connu, appelés marqueurs de Poids
Moléculaire. Nous utilisons les marqueurs de PM &kihOObp (Invitrogen). L'’ADN déposé
sur le gel peut étre visualisé sous UV.

11.L1.4.1. Les échantillons

Dans 1 Eppendorf, ajouter | &. d’ADN + 8uL de TE [1x] + 2uL de tampon de
chargement [6X].

11.1.4.2. Marqueur de Poids Moléculaire pour ADN

Dans 1 Eppendorf, ajouter O4& de « 1 Kb DNA ladder » ug/uL (Invitrogen), 9,5
uL de TE 1x et 2 de tampon de chargement [6x].

Il. 1.4.3. Préparation du gel

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

- laisser le gel se solidifier

- retirer le peigne

- déposer les échantillons dans les puits ainsiguearqueur de PM

- remplir la cuve de TAE 1x de facon a immerger le ge

- Faire migrer 'ADN par électrophorese

- Lorsque les bandes d’ADN ont bien migré, prendre pimoto sous UV

[1.1.5. Restrictions sur plasmide

Dans un tube Eppendorf et dans la glace, ajouter :
e 5 puL de tampon 10x correspondant a 'enzyme
* 1 unité d’enzyme de restriction pag d’ADN de plasmide

e X ul de plasmide
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» Porter a un volume final de 50 avec de I'eau distillée
* Incuber 2 heures a 37°C

[1.1.6. Ligation d’un plasmide

Ajouter le vecteur et I'insert dans un rapport nealéire (1 :3) a :

e 2uL de tampon T4 DNA ligase 10x (NEB)
* 1uL de DNA T4 ligase (NEB)

e Porter a 20uL avec de lI'eau

* Incuber & 16°C O/N

[1.1.7. Purification de I'’ADN sur colonne (Kit Praaga Wizzard ® SV
Gel and PCR Clean-Up System

Le Wizzard ® SV Gel and PCR Clean-Up System petenptrification de fragments
d’ADN simple ou double brin. Le principe de ce &gt basé sur la liaison sélective de 'ADN
sur une membrane de silice en condition fortemahdes Les contaminants ne sont pas
retenus sur la membrane et sont éliminés par laudg®N est €lué en condition de faible
salinité.

[1.1.7.1. Purification d’ADN a partir du gel d’agzse

- Exciser le fragment de gel d'agarose contenanatale d’ADN d’intérét a l'aide
d’un scalpel et mettre dans un tube de 1,5mL

- Dans un tube eppendorf, ajouter un volume de « mamebbinding solution » (
guanidine isocyanate) équivalent au poids du geirgier

- Vortexer et incuber 10 minutes a 55°C

- Vortexer a nouveau

11.1.7.2. Purification de 'ADN

- Placer une mini colonne SV dans un tube collecteur

- Transférer le gel dissout sur une minicolonne SVineuber 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 « membrarsh walution » dilué avec
de I'éthanol 95%

- Centrifuger une minute a 10 000 rpm

- Vider le tube collecteur

- Relaver la membrane par 500pL de « membrane wastoso»

- 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
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- Laisser une minute a température ambiante puigiftaggr une minute a 10 000
rpm
- L’ADN purifié peut étre conservé au réfrigérateur

11.1.8. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette techniqgue permet I'amplification exponengieliun fragment d’ADN d’intérét.

Les séquences bordant le fragment a amplifier dbiétre connues pour concevoir des
amorces oligonucléotidiques (primers). La PCR seulé en plusieurs étapes, la matrice
d’ADN est d’abord dénaturée par chauffage en peserfun exces d'oligonucléotides et de
dNTP’s. Afin de permettre I'hybridation spécifiqdes amorces, le mix est ensuite soumis a
une diminution de température dépendant de la péesture de melting » des amorces. La
Taqg DNA polymérase de Promega (gotaq), une ADNméhase thermorésistante, amplifie
la séquence comprise entre les amorces. Ce cydeérdduration/Hybridation/élongation est
répété 30 fois.

Réactifs Quantité pour 20ul

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

Taq DNA polymérase 0.1pL
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 &sp
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 tail{Kb) du fragment a
amplifier
» Elongation finale de 10 minutes & 72°C

La température de melting (TM) des amorces se leajfar la formule Tm= 4 (G+C)
+2 (A+T). Ce calcul ne prend en compte que la asthybridant au premier cycle de
dénaturation.

L’ADN génomique peut étre remplacé par une culbhaetérienne (PCR sur colonies)
sans extraction d’ADN. Les bactéries sont alorsédgs lors de la premiére étape de
dénaturation a 94°C.
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[1.1.9. Transcription/traduction in vitro (Kit Praaga ThT® Coupled
Reticulocyte Lysate Systems)

Le TnT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems eskitiale transcription/traduction
d’ADN circulaire ou linéaire (produit PCR). Cettiechnique se base sur la reconnaissance
d’'un promoteur T7, T3 ou SP6 par une ARN polymerBsg, T3 ou SP6, respectivement. Le
lysat de réticulocytes de lapin, contenant touctgaposants macromoléculaires (ribosomes,
ARNts, aminoacyl-ARNt synthetases, facteurs datitin, d’élongation et de terminaison,
etc.) nécessaires a la transcription/traductiormpede générer la protéine recherchée.

11.1.9.1. Protocol pour la réaction de transcripficaduction

- Placer dans un tube d’1.5mL ou de 0.5mL :

o 25uL de lysat de réticulocytes de lapin

e 2uL de tampon de réaction TnT®

e 1uL de T7 ARN polymérase

e 1uL de mix d’'amino acides sans méthionine

« 2uL de f>S]méthionine (>1kCi/mmol)

e 1uL de RNAsIin® Ribonuclease inhibitor

e 1ug d’ADN template

» Ajouter de la Nuclease-Free Water pour atteindrealame final de 50uL

Placer ce tube a 30°C pendant 90 minutes

[1.1.9.2. Analyse de la réaction par électrophodgaturante (SDS-polyacrylamide)

- Préparation d’'un gel SDS-polyacrylamide 8% d'uneisggeur de 0.75mm (cfr
point 11.2.2.1)
- Préparation des échantillons au chargement:

e 3uL du mix de réaction
e 2uL de PBS 1x
e 5uL de SB 2x

- Faire bouillir les échantillons dans un bain malieant 3 minutes, les charger et
faire migrer a 100V

- Placer le gel dans une solution de fixation compa@s&0% de méthanol et a 10%
d’acide acétique durant 30 minutes avec agitation

- Placer le gel fixé dans une solution Amplify durd@tminutes avec agitation

- Sécher la membrane sur une feuille de papier Wathnaant 45 minutes a 80°C
dans un sécheur de gel (« gel dryer model 583BiaiRad)

- Placer le gel séché dans une cassette avec urKéitltak BioMax MS et laisser
exposer O.N.

- Développer le film.
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[1.1.10. TA cloning

La technique du TA cloning permet d’insérer un piibdPCR amplifié par la Taq
polymérase de facon trés efficace et trés simplke se base sur les queues poly-A du produit
PCR qui permettent au vecteur pCRII, linéariséosttenant des extrémités poly-T, d’'opérer
une ligation avec le produit PCR. Cette ligatinterrompt 'ORF du gene LacZ de pcRII et
permet, apres sa transfection dans des bactédesagompétentes, de détecter les bactéries
ayant incorporé le plasmide pCRIl-Insert. En eféétes bactéries croissent sur un milieu LB
+ ampiciline (LBA) recouvert de X-gal et d'IPTG sleolonies des bactéries qui ont incorporé
le plasmide pCRII-Insert seront « blanches » tagdes celles qui n'ont pas incorporé pCRII-
Insert seront « bleues ». Cette technique perimstane détection aisée des transformants.

11.1.10.1. Ligation

Du produit frais de la PCR doit étre utilisé pdarligation car les queues poly-A
risquent d’étre réduites au cours du temps.

Dans un eppendorf déposer le mix de ligation coranite;

e 1pL du produit PCR
e 1pL de tampon de la ligase
e 2uL de pcRiI
* 1pL de ligase
e 5uL d’eau MQ
Placer le mix de ligation & 14°C O.N.

11.1.10.2. Electroporation et étalement de la limyat

- Dans un tube de bactéries DiHBlectrocompétentes, ajoutequ de produit de
ligation

- Mélanger doucement

- Transférer les bactéries dans une cuvette a ébecation préalablement refroidie
dans la glace

- Provoquer un choc électrique court et intense, srask800V

- Ajouter rapidement 300L de milieu LB liquide

- Transférer le tout dans un tube Ependorff

- Incuber 1h a 37°C

- Etaler les bactéries sur deux boites de pétri oanteun milieu sélectif approprié
(LBA) et recouvert du mix de coloration (40uL degdl et 10uL d’'IPTG). Laisser
pousser O/N a 37°C

[1.1.11. Déphosphorylation d’ADN par la « shrimgalin phosphatase »

Placer dans le tube contenant 'ADN a déphosphofyld de « shrimp alcalin
phosphatase » (SAP), laisser 1h a 37°C et inactimsuite 'enzyme en chauffant le tube a
65°C durant 10 minutes.

qu§1 33



11.2. Techniques relatives a l'utilisation de cédsleucaryotigues

[1.2.1. Transfection cellulaire au moyen de I' «@&n 500 »

11.2.1.1. Préparation des cellules

Le jour avant la transfection :

- Aspirer le milieu de la T75 contenant les cell(l233T), rincer avec 5 ml de
PBS, ajouter 3mL de trypsine EDTA, incuber quelguasutes a 37° C et
ajouter 7 mL de DMEM+FBS+P/S+Gentamycine

- Compter les cellules au moyen d’une cellule de BiirEnsemencer les cellules
a raison de 2.Pellules/puit, dans une plaque 6 puits, de facoe @ue les
cellules atteignent 50 a 70% de confluence le §laula transfection

[1.2.1.2. Transfection

Le jour de la transfection :

- Aspirer le milieu de chaque puit et verser 2mL de
DMEM+FBS+P/S+Gentamycine dans chaque puit

- Préparer les mix de transfection dans un eppendi@poser 200uL de NaCl
150mM et 3ug d’ADN puis vortexer quelques secondgsuter 10uL d’Exgen
500, vortexer 10 secondes et laisser 10 minuteB.a R

- Déposer gouttes a gouttes les mix de transfecaos tes puits

- Placer la plaque 6-puits dans un incubateur di4inta 37°C et 5% de GO

[1.2.2. Western blot sur lysat

11.2.2.1. Lyse des cellules

- Aspirer le milieu des cellules, ajouter 300ul dapan de lyse NP40 + complete.
Laisser 10 minutes & RT

- Reécupérer les 300uL de lysat dans un Eppendodrgtiftiger 10 min a 14000
rpm. Récupérer le surnageant

11.2.2.1. Western blot

- Préparer un gel 6% d’acrylamide :

» Préparation du gel de séparation 6% :
o 1.5mL d’acrylamide
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5.85mL d’eau MQ
2.5mL de Tris-HCI pH 8.8
0.1mL de SDS 10%
0.1mL d’APS 10%
o 0.01mL de TEMED
» Couler le gel dans le dispositif (Bio-Rad) et laispolymériser durant 45
minutes aprés avoir déposé un peu d’éthanol awsessgel
* Préparer le gel dempilement :
o 0.3mL d’acrylamide
1.9mL d’eau MQ
0.75mL de Tris-HCI 1M
0.03mL de SDS 10%
0.03mL d’APS 10%
o 0.003mL de TEMED
» Apres la polymérisation du gel de séparation cdelgel d’empilement et
ajouter le peigne qui permettra de former les puits
» Laisser polymériser 20 & 30 minutes
* Retirer les plagues du mécanisme et laver les pués du tampon Laemmli
pour éliminer le gel mou.

O O OO

O O OO

Ajouter 4ul de SDS loading buffer 5X a 16ul de ty@ouillir 5 min

Charger 16ul dans un gel 6% d’acrylamide. Fairgremia 100V

Pour chaque gel, tremper la membrane PVDF (Hybodd-pmersham
BIOSCIENCES) dans du méthanol pendant 1 min.

La rincer plusieurs fois dans I'eau puis dans latem "Anode [".

Venir la mettre sur le gel.

Tremper 3 papiers Watman dans la solution "Anodd_&'s mettre sur la
membrane.

Tremper 3 papiers Watman dans la solution "Anotelles mettre sur les 3
papiers Watman tremper dans la solution « Anode | »

Retourner le montage et tremper 3 papiers Watmas ldasolution "Cathode".
Les mettre sur le gel.

Mettre le montage avec les papiers "Cathode" leenaut dans l'appareil.
Fermer le tout et brancher I'appareil sur 225mAdaen 1h.

Bloquer les membranes dans du lait 5% pendant hQtes.

Incuber ON avec 5ml d’anticorps primaire (anti-Xgsedilué 5000X dans du
lait 5% pendant 2h

Laver 3x 10 minutes dans du PBST.

Incuber 1h avec 5ml d’anticorps secondaire dilug0¥0dans du lait 5%.
Laver 3x 10 minutes dans du PBST

Révéler les membranes pendant 5 min dans 4 mlldgratide la HRP (kit
SuperSignal West Pico Chemoluminescent Substregese

Exposer les membranes avec un film ECL pendantnbites
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Résultats

l. Contruction du plasmide permettant I'expression de
MAGEE1 « étigueté » avec I'épitope Xpress

Au cours de ce mémoire, nous avons construit euestpermettant I'expression de 3
variants de MAGEEL étiqueté avec I'épitope Xpress forme sauvage et les deux formes
mutées identifié par Sjoblom et al. (2006). Latstgie élaborée comporte deux étapes. La
premiere consiste en linsertion dAGEE1 dans pcDNA 3.1 HisC. La seconde étape
consiste en une mutagenése dirigée par PCR afimiratiuire dans MAGEE1 les deux
mutations ponctuelles identifiees dans des tumeursein (c.2126 T>A et ¢.2198 C>A). La
stratégie élaborée pour réaliser la premiére étapsiste en premier lieu a générer par PCR
un fragment d’environ 1kb commencant juste api®$G deMAGEEL Ce fragment, appelé
MAGEE1a, a été inséré dans pcDNA 3.1 HisC afin ldeqy L'ORF deMAGEE1len phase
avec I'ATG de I'épitope Xpress. Ensuite, afin de pas générer de mutation non désirées
dans le gene d&IAGEE] 'ORF deMAGEE1a été reconstituée dans pcDNA 3.1 HisC par
linsertion d’'un fragment de restriction de 2.3kappelé MAGEE1lb. Ces étapes sont
schématisées sur les figures 21 et 22 et décritéetils dans les points A, B, C et D ci-
dessous.

208

|
~ATG TCT CTG GTA AGC CAG AAT TCG CGC CGC CGC CGC CGC CGCT GCA AAG GCT
XhoE1-met-S "

ACT GCG CAC AAC AGC AGC TGG GGC GAA ATG CAG'//"" GTG CCC ACC CGC GGT AAG

GGA TCA AGC ACC TCC GTG CCC CCC ACC GCC ACC GAG GE@&TG AGC ACC TCC GTG

1160

|
CAG CCC ACT GCT GGT GAG GGA TCG AGC ACC TCC GTG C@&EC ACC CCT GGT GGG

XhoE1-1138-AS

GGA CTG AGC ACC TCC GTG CCG CCC ACC GCC

Figure 21 : Représentation des oligonucléotides Ehrmet-S et XhoE1-1138-AS en correspondance avec la
séquence de MAGEE1 qui leur est complémentaireh@lébleue). Les barres oranges correspondent aux
extensions des oligonucléotides XhoE1-1138-AS e@EXimet-S contenant des sites Xhol. Le codon pardé

de MAGEEL est représenté en rouge. L'utilisatiencés oligonucléotides dans une PCR, nous a petenis
générer MAGEE1la, un fragment 5° de MAGEEL1 (2110) IBnqué de sites de restriction Xhol.
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Figure 22 Schéma récapitulatif des différentes ésage la construction du vecteur pcDNA 3.1 HisC-E1
permettant I'expression de MAGEEL étiquetée avgmtbpe Xpress. Les geénes portés par les vectents
symbolisés par des fléeches rouges. Les régiomsiémmelles sont représentées par des rectangkassblLes
sites de restrictions sont indiqués par des ban@ses suivies de pointillées.

A) Production de MAGEE1la par PCR

Au laboratoire, nous disposons d'un plasmide comake(pcMV6-XL5-MAGEE1)
contenant 'ADNc deMAGEE1humain. Ce plasmide a été utilisé comme matrices dere
réaction PCR qui a généré un fragment d’ADN de Bg@eMAGEE1débutant juste aprés
'ATG et flanqué de sites de restriction Xhol. Lagyonucléotides XhoEI-met et XhoEI-1138
ont été utilisés pour générer ce fragment, appdEKE 1a (figure 23).

Piste 1 Piste 2

949bp >

Figure 23: Photographie sous UV aprés électrophorése en gmyjatbse de MAGEE1la généré par
PCR avec les oligonucléotides XhoE1-met et XhoEBB:1ll'échelle de poids moléculaire utilisées est EKb
DNA ladder » (Invitrogen) (piste 2).

B) _Insertion de MAGEE1a dans pCRII

Par la technique du TA cloning, MAGEE1la a été ri@sgans pCRIl pour donner
pCRII-MAGEE1a qui a servi a électroporer des baeséDH:. L’ADN plasmidique de 4
colonies de transformants (colonies blanches) grgaré par lyse alcaline et I'insert a été
séquencé. La séquence de deux clones (1 et 4psi@ste correcte.
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C) Insertion de MAGEE1a dans pcDNA 3.1 HisC

Le fragment MAGEEla a été excisé de pCRII-MAGEElged4 Xhol (figure 24),
purifié sur gel d’agarose et ligué avec du pcDNA HisC préalablement linéarisé par Xhol
(figure 25) et déphosphorylé.

Piste 1 Piste 2 Piste 3

Figure 24: Photographie sous UV aprés électropherén gel d’agarose de pCRII-MAGEE1a.4 non
clivé (piste 1) et pCRII-MAGEE1a.4 clivé par Xhpiste 2). B = pCRII (3971bp) et A = MAGEE1la (94%bp
L'échelle de poids moléculaire utilisée est le k@{adder » (piste 3)
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Piste 1Pis_te 2

5514bp —» |

Figure 25: Photographie sous UV apres électropherés gel d’agarose de pcDNA 3.1 HisC clivé par
Xhol (piste 1). L’échelle de poids moléculaireigéies est le « 1Kb DNA ladder » (Invitrogen) (P&te

Le produit de la ligation a servi a électropores tactéries DHb que nous avons
étalées sur du milieu gélosé LB contenant de I'aitipe (LBA) de maniere a sélectionner les
transformants. Quarante colonies résistantesnipltline (AgY) ont été analysées par PCR
afin de détecter les colonies ayant incorporé lasmide attendu, pcDNA 3.1 HisC-
MAGEE1la. Les oligonucléotides utilisés pour la P&Rient E1-454-S et BGH-AS qui ont
géneéré pour 8 clones, dont le clone 13 un prodeit789bp recouvrant une partie de
MAGEE1a et de pcDNA 3.1 HisC (figure 26).
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Hpress

\ E1-4545

pcDNA 3.1 HisC-Ela
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6469 bps

Xhol

/ BGH-AS

Piste 1 Piste 2

759bp

Figure 26: A) Représentation des oligonucléotid&HRAS et E1-454-S (fleches noires) par rapport a
la matrice pcDNA 3.1 HisC-E1a.13 B) PhotographiastV aprés électrophorése en gel d’agarose duuyitod
PCR réalisé avec les oligonucléotides BGH-AS ett#1-S montrant la présence de MAGEE1 dans pcDNA 3.1
HisC-MAGEE1a.13 (Piste 2). L’échelle de poids rooléire utilisée est le « 100Bp DNA ladder » (Irgfen)
(Piste 1).

D) Insertion de MAGEE1b dans pcDNA 3.1 HisC-MAGEEa.1

pcMV6-XL5-MAGEEL a été digéré par Sacll et Xbalg(fre 27) afin de libérer un
fragment de 2300bp correspondant a MAGEE1b (p&tide 'ORF deMAGEE]. Ce
fragment a été purifié apres électrophorese ed’'gghrose.
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Piste 1 Piste 2

55530bp >

23000bp»>

261bp »

Figure 27: Photographie sous UV aprées électropheres gel d’agarose du produit de clivage de
pcMV6-XL5-E1 par Sacll et Xbal (piste 1). A = pcBA¥L5 + 1071bp de MAGEEL1 (1-1071) B = MAGEE1b C
= MAGEE1 3367-3628 (partie 3' non traduite). L'étleede poids moléculaire utilisées est le « 1Kb DNA
ladder » (Invitrogen) (piste 2).

MAGEE1b a été ligué avec du pcDNA 3.1 HisC-Ela.igee par Sacll et Xbal et
déphosphorylé. Cette ligation a servi a électrepdes bactéries DH5et les transformants
ont été sélectionnés sur des boites LBA. Quareintg colonies ont été analysées par PCR
afin de détecter celles ayant incorporé le plasrattendu. Dans le but de déceler la présence
de l'insert (MAGEELb), les oligonucléotides utilsspour réaliser la PCR étaient BGH-AS et
E1-3021-S. Un produit PCR de taille attendue (403Zbété observé pour 44 clones dont le
clone n°8 (figure 28) qui a été utilisé pour leapéis suivantes de mutagenese. L’ADN
plasmidique de pcDNA 3.1 HisC-E1.8 a été analységxtriction Sacll/Xbal afin de vérifier
son intégrité (figure 29). Une autre digestion [dael a été réalisée pour vérifier I'intégrité du
vecteur et elle montre le profil de restrictioreatiu (données non montrées).
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A) B}

Piste 1 Piste 2

/ i
A 2T Ampiciline

peDN A 3.1 HisC-E1
8674 bps

Figure 28: A) Représentation des oligonucléotidedHBAS et E1-3021-S (fleches noires) par rapport a
la matrice pcDNA 3.1 HisC-E1.8 B) Photographie sbil¥sapres électrophorése en gel d'agarose du pitodiei
PCR réalisé avec les oligonucléotides BGH-AS et3@A%t-S sur la colonie numéro 8 de bactéries BH5
électroporées avec la ligation de pcDNA 3.1 HisGilet MAGEE1b (piste 2). L'échelle de poids molécel
utilisées est le « 100 bp DNA ladder » (Invitroggri¥te 1)

Piste 1  Piste 2

Figure 29 : Photographie sous UV aprés électropBeré&n gel d’agarose du produit du clivage de
pcDNA 3.1 HisC-E1. 8 par Sacll et Xbal (piste 2)= pcDNA 3.1 HisC-Ela (6.5Kb) ; B = MAGEE1b (2.3kb
L'échelle de poids moléculaire utilisées est lekd DNA ladder » (Invitrogen) (piste 1).
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II.  Mutagenése dirigée de MAGEE1

Nous avons ensuite introduit dans pcDNA 3.1 HisICBHes deux mutations identifiés
par Sjoblom et al. dans des tumeurs du sein (c.Z26et ¢.2198 C>A). La technique
employée a été celle de la mutagenese dirigéeipkr PCR. Le principe de cette technique
est schématisé sur la figure 30.

[I.1. Production des fragments mutés

ADN & modifier

l

-~ ~—
/ 2 4
PCR avec les amorces
Zetd
PCR avec les amorces
let4
3 I
—

A

—
-9

Le produit de la derniére PCR, avec les amorces 3 et 4
porte la mutation (symbolysée ici par un rectangle rouge)

Figure 30: Représentation schématique du principéadmutagenéese dirigée par PCR.

Nous avons généré par PCR deux fragmentM&&EEL contenant chacun une
mutation ponctuelle différente, ¢.2126 A>T et c21I3>A. Pour ce faire, une double PCR a
éte réalisée sur pcDNA 3.1 HisC.8. Dans le catadautation ¢.2126 A>T, une premiere
PCR, utilisant les oligonucléotides E1-1951-S {jiohucléotide n°3 sur la figure 30) et
E1*2126 A>T-AS (I'oligonucléotide n°2 sur la figur@0), a généré un fragment de 184bp
(figure 31). Pour la deuxieme PCR, qui a produtfragment de 583bp (figure 33), les
oligonucléotides utilisés éetaient E1 E1BamHI2680{Adigonucléotide n°4 sur la figure 30)
et E1*2126 A>T-S (I'oligonucléotide n°1 sur la figu30). Ces deux produits PCR ont été
mélangés avant d’étre purifié avec le Kit Promegaad ® SV Gel and PCR Clean-Up
System. Le résultat de la purification, E1*m-218b¢, a été utilisé comme matrice dans une
troisieme PCR avec les oligonucléotides E1BamHIE2A8 et E1-1951-S. Le produit de la
PCR a donné un fragment de 749bp (figure 32) goiieot la mutation ¢.2126 A>T et a été
appelé E1*m-2126. Dans le cas de la mutation 8 Z19A, une premiére PCR, utilisant les
oligonucléotides E1-1951-S et E1*2198 C>A-AS (iguhucléotide n°2 sur la figure 30), a
généré un fragment de 255bp (figure 33). Pouelaxdme PCR, qui a produit un fragment
de 513bp (figure 31), les oligonucléotides utilisgaient E1BamHI2680-AS et E1*2198
C>A-S (I'oligonucléotide n°1 sur la figure 30). Cdsux produits PCR ont été mélangés
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avant d’étre purifié avec le Kit Promega Wizard ® Gel and PCR Clean-Up System. Le
résultat de la purification, E1*m-2198-mix, a ét#lis® comme matrice pour une troisieme
PCR avec les oligonucléotides E1BamHI-2680-AS etfl#31-S. Le produit de la PCR a

donné un fragment de 749bp (figure 32) qui contieamhutation ¢.2198 C>A et a été appelé
E1*m-2198.

A B C D
/\ AR

Figure 31 : Photographie sous UV apres électropker&n gel d’'agarose du produit des PCR utilisast le
oligonucléotides E1-1951-S et E1*2126 T>A-AS (B)est oligonucléotides E1BamHI-2680-AS et E1*2198
C>A-S (D). Le contrdle négatif de chaque PCR esitréadans la piste A et C.

Piste 1 Piste 2 Piste 3

7490p —>

Figure 32: Photographie sous UV apres électropherés gel d’agarose du produit des PCR utilisant
les oligonucléotides E1-1951-S et E1BamHI-268043es matrices E1*m-2126-mix (piste 1) et E1*n8@1
mix (piste 2) L'échelle de poids moléculaire uéiéis est le « 100bp DNA ladder » (Invitrogen) (pite
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100bp

< 255bp

Figure 33: Photographie sous UV aprés électropheres gel d’agarose du produit des PCR utilisant les
oligonucléotides E1BamHI-2680-AS et E1*2126 A>BEHt les oligonucléotides E1-1951-S et E1*2198C>A-
AS. Le contrdle négatif de chaque PCR est mominé th piste A et C.

Il.2. Insertion des fragments mutés dans pcDNA 3.CHfi%

Les fragments PCR contenant les mutations c.2226€l ¢.2198 C>A ont été digéerés
par PshAl et BsrGl pour libérer des fragments dériction de 561bp qui ont été utilisés pour
remplacer le fragment homologue sauvage dans pcBNAHiSC-E1.8. Les colonies de
bactéries transformées ont été analysées par PGRdptecter celles contenant la mutation
attendue. Ces PCR utilisaient des amorces spéesfigour les mutations et ont été réalisées
en conditions stringentes (température d’hybridgatites amorcse : 60°C). Les PCR ont
montré une bande vers 600bp (données non monées)5 clones de pcDNA 3.1 HisC-
E1*m-2126 et pour 1 clone de pcDNA 3.1 HisC-E1*n881 Le clone 3 de pcDNA 3.1
HisC-E1*m-2126 et le clone 10 de pcDNA 3.1 HisC-Eit2198 ont été sélectionné pour étre
transfectés dans des cellules 293T aprés quer&igrité ait été vérifiée par digestion avec
Kpnl et que la présence des mutations ait étéi@érnfar séquencage.

(/Rq§1 48



Piste 1 Piste 2 Piste 3 Piste 4

8114bp

560bp

Figure 34 : Photographie sous UV aprés électropkerén gel d’agarose de de pcDNA 3.1 HisC-E1. 8
non clivé (piste 4) et du produit du clivage de pi@D3.1 HisC-E1l. 8 par BsrGl et Xbal (piste 2 et 3.
fragment de 8114bp a été déphosphorylée et ligaé ks fragments, homologues a celui de 560bpnabtpar
PCR et contenant les mutations. L'échelle de pmidEculaire utilisées est le « 1Kb DNA laddernvirogen)
(piste 1).

[1l.  Transfection de MAGEE1 dans des cellules 293T alyae par WB

Afin de vérifier si nos trois constructions étaiaatpables de diriger I'expression de
MAGEE1 dans des cellules, elles ont servi a tramefedes cellules humaines de rein
embryonnaire (HEK 293T) dans une plaque 6-puitsrskd plan suivant :
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PcDNA 3.1
HisC-E1.8 :

pcDNA 3.1
HisC-E1*m-

pcDNA 3.1
HisC-E1*m-

2.4ug + 2126.3: 2.4ug 2198.10: 2.4pd
pcMVX-Bgal : pcMVX-Bgal : +pcMVX-
0.6ug 0.6ug Bgal : 0.6ug

pcDNA 3.1
HisC-MAGED2

2.4ug
+ pcMVX-Bgal :

0.6ug

pcDNA 3.1
HisC : 2.4ug
+ pcMVX-pgal :
0.6ug

Non transfectées$

Vingt quatre heures aprés la transfection, lesilsslont été lysées et les protéines des
lysats ont été analysées en Western Blot avec ticogps anti-Xpress (figure 35). Nous
avons observé une bande aux alentours de 90kDa leamsgits chargé avec le lysat des
cellules 293T transfectées avec pcDNA 3.1 HisC-MAREjui constituait notre contrdle
positif. Nos contréles négatifs que constitueatdellules 293T transfectées avec pcDNA 3.1
HisC et les cellules 293T non transfectées ne ranohfaucune bande. Les lysats des cellules
transfectées avec nos différentes constructionMIAGEEL (sauvage et mutant) montrent
chacune une bande de 170kDa au lieu de la baredelag & 103kDa.

A B € D E F

170KDa — - D G

95KDa —

Figure 35 : Western Blot des protéines des cell@®3T transfectées avec pcDNA 3.1 HisC-E1 (A),
pcDNA 3.1 HisC-E1*m-2126 (B), pcDNA 3.1 HisC-E1*&88 (C), pcDNA 3.1 HisC (D), pcDNA 3.1 HisC-
MAGED?2 (E) et non transfectées (F).

V. Transcription/traduction in vitro de MAGEE1

Au vu des résultats du point précédent, nous ardaisé une expérience de
transcription/traduction in vitro avec les plasnsiggeDNA 3.1 HisC-E1.8, pcDNA 3.1 HisC-
E1*m-2126.3, pcDNA 3.1 HisC-E1*m-2198.10, ainsi @ec les plasmides controle pT7-
LUC et pcDNA 3.1 HisC-MAGED?2 (figure 36). Nous @&sjpns, par cette expérience,
observer une bande a la taille attendue de MAGERLienous aurait permis de nous diriger
vers une explication de modifications post-trachrutielles potentielles pour la différence
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entre le poids moléculaire théorique de MAGEE ledtticobservé par Western Blot. Les
contrbles positifs que constituent le plasmide hUC et pcDNA 3.1 HisC-MAGEDE2
permettent de générer des produits de taille atesmgspectivement de 72kDa et 90kDa.
Pour les plasmides pcDNA 3.1 HisC-E1, pcDNA 3.1G4E1*m-2126 et pcDNA 3.1 HisC-
E1*m-2198 une bande plus importante est obserwadsle170kDa. Nous n’observons donc
aucune différence de taille entre les protéineghg¥isées in vitro et in vivo.

170kDa —»

95kDa —»

72kDa —

Figure 36: Transcription/traduction in vitro réalie avec les plasmides pT7-LUC (A), pcDNA 3.1 HisC-
E1 (B), pcDNA 3.1 HisC-E1*m-2126 (C), pcDNA 3.1¢#51*m-2198 (D) et pcDNA 3.1 HisC-MAGED?2 (E).

A partir de cette conclusion, nous avons suspewteamomalie dans nos constructions
plasmidiques. C’est pour cette raison, que nousnfvréalisé une expérience de
transcription/traduction in vitro avec le plasmide départ, pcMV6-XL5-MAGEEL1 (figure
37). Nous avons a nouveau observé une bande mbendi7OkDa par I'expérience de
transcription/traduction avec le plasmide pcMV6-XMAGEE1. Nous pouvons ainsi écarter
une anomalie liée a nos manipulations puisque bisnons le méme résultat qu'avec le
plasmide de départ.
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Figure 37 : Transcription/traduction in vitro réalkte avec les plasmides pcMV6-XL5-MAGEEL (A) et de
pT7-LUC (B).
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Discussion et perspectives

Le premier gene MAGE fut découvert en 1991. Depplissieurs dizaines de génes
MAGE ont pu étre identifiés chez 'hnomme et la seuCeux-ci ont été classés en deux
catégories suivant leur profil d’expression. L&égarie des geneddAGEde type | comprend
ceux des sous-famillddAGEA B et C. Les genedMAGE de type | sont exprimés dans une
portion variable de tumeurs de divers types higiglees ainsi que dans les cellules de la
lignée germinale male. Les gendAGE de type Il sont ceux des sous-familMAGED, E,

F, G, H, |, J, K, Let du genéNecdin Ces génes ont un profil d’expression tres dfiéde
celui des genes de type | puisqu’ils sont expridées de nombreux tissus somatiques
normaux au cours du développement et chez I'adulte.geneMAGE de type Il les mieux
caractériseés somMiecdin qui est inhibiteur de croissance dans les calplest-mitotiques et
MAGEDZ1,qui est impliqué dans la régulation du cycle dailfe et de I'apoptose.

Le géne de type MAGEE1lcode pour une protéine dont la fonction est incenmais
qui interagit physiquement avec la région N-terr@nde l'a-dystrobrévine, une protéine du
complexe de la dystrophine (Albrecht et al., 200Becemment, une analyse a haut débit de
génes mutés dans des tumeurs du sein a identifi@utations provoquant chacune la
substitution d’un acide aminé (p.Y640F et p.T664ldhs MAGEEL (Sjoblom et al., 2006).
Ceci indique que MAGEE1l et/ou ses formes mutéesrai@mt jouer un rbéle dans le
processus oncogene. C’est dans ce cadre que s @éveloppé une approche permettant
d’évaluer I'implication de&MAGEE1sur la prolifération et la survie cellulaire. Co® nous
ne disposons pas d’anticorps spécifigue de MAGEEdnalyse de cette implication
nécessitait la création d’'une forme « étiquetéee» MAGEE1L afin de pouvoir suivre
'expression de la protéine dans des cellules teahdes. Nous avons donc construit des
vecteurs capables de diriger I'expression d'unesivar « étiquetée » (étiquette Xpress) de
MAGEE1 sous ses formes sauvage et mutées (p.Y6#QrT€64N) et nous les avons
introduits dans des cellules 293T afin de vérifigrils étaient fonctionnels. De maniére
inattendue, la bande détectée en Western correapandine protéine de 170kDa, soit une
taille beaucoup plus grande que celle attenduek@B8 Une telle situation a déja été
observée pour d-synucléine dont le poids moléculaire apparentSEM5-PAGE atteint
80kDa alors que son poids moléculaire théoriquedest4kDa. L'équipe de Moussa et al.
(2004) a démontré que l'utilisation de gels de tifpePAGE (Invitrogen) permet d’observer
la protéinea-synucléine a la taille attendue. Nous sommes dmuwpés a réaliser une
analyse de nos lysats avec des gels de type Nu-PAGE

L’étape suivante du projet, si nous arrivons aupeo que la protéine exprimée dans
nos cellules transfectées est bien MAGEEL, esédbser un « colony formation assay » et
un « soft agar assay » afin d’évaluer si 'exp@ssle MAGEE1, sauvage et sous ses formes
mutées, modifie la prolifération des cellules. Nalions également inspecter des tumeurs de
divers types histologiques a la recherche de nunsitdans le genlAGEEL Cette analyse
nous permettra d’évaluer la fréquence des mutatite8]AGEEL dans différents types de
tumeurs et donc son importance potentielle dapsdeessus oncogéne.
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