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SOMMAIRE 

Introduction. Le cancer du sein est le deuxième cancer le plus commun chez les femmes 

canadiennes. Dans 90 % des cas, les métastases du cancer du sein sont la cause de décès 

chez les gens atteints de la maladie. Malheureusement, il manque encore beaucoup 

d’informations pour comprendre tous les processus inhérents au développement des 

cancers et du processus métastatique. Pour développer des régimes thérapeutiques plus 

efficaces et améliorer les moyens de détection, nous devons étudier les cascades 

signalétiques et leurs gènes différemment exprimés dans le cancer. Les gènes impliqués 

dans le cancer peuvent servir de cibles thérapeutiques ou biomarqueurs pour mieux 

comprendre la progression de la maladie. Un de ces gènes est la Mammaglobine 1 

(MGB1), une protéine de la famille des sécrétoglobines exprimée majoritairement dans 

les tissus mammaires.  

Plusieurs études montrent la surexpression de la protéine MGB1 chez les cellules 

cancéreuses mammaires. De plus, l’expression du gène MGB1 est parfois utilisée pour la 

détection du cancer du sein et de ses métastases. Cependant, son rôle et celui de ses 

différentes isoformes sont encore inconnus. Nos résultats préliminaires montrent que 

l’expression de la protéine sauvage (non-épissée) joue un rôle dans la prolifération,  la 

migration et l’invasion des cellules de carcinome mammaire. Ces résultats suggèrent que 

les produits du gène MGB1 favorisent la malignité des cellules cancéreuses du sein et 

suscitent la progression de la maladie.  

Objectif. Pour mieux comprendre le rôle des produits du gène MGB1 dans le cancer du 

sein, nous avons étudié de nouvelles isoformes du gène et évalué leurs fonctions dans les 

processus cancéreux mammaires menant à la progression de la maladie. 

Hypothèse. Puisque plusieurs produits peuvent dériver du gène MGB1, nous émettons 

l’hypothèse que les protéines isoformes de MGB1 jouent un rôle dans la pathogenèse du 

cancer du sein. Dans cette étude, nous décrivons différents produits transcriptionnels de 

MGB1 ainsi que leurs rôles aux plans moléculaires et cellulaires associés au cancer 

mammaire.   



iv 

Résultats. Grâce à la réaction de polymérase en chaîne (PCR), de l’amplification rapide 

en 3’ des ADNs complémentaires (RACE) et de séquençage de nouvelle génération sur 

plusieurs modèles cellulaires du cancer du sein, nous avons observé qu’il existe plusieurs 

variations d’ARNm qui dérivent de l’épissage alternatif des transcrits du gène MGB1. Ce 

phénomène permet d’envisager l’existence de plusieurs produits géniques polyvalents 

munis de fonctions variées dans la cellule. Les isoformes transcriptionnelles de MGB1 

découvertes par 3’ RACE ont majoritairement des codons d’arrêt prématurés ne créant 

pas de protéines fonctionnelles. L’une des isoformes découvertes comporte une délétion 

de 9 acides nucléiques à la fin du deuxième exon. La surexpression recombinante du gène 

MGB1 ayant 3 exons ou son isoforme avec une délétion de 9 acides nucléiques n’ont pas 

d’effets sur la migration, l’invasion ou la prolifération des cellules cancéreuses du sein. 

Conclusions. Nos résultats démontrent que la surexpression de la protéine MGB1 ou son 

isoforme avec une délétion de neuf acides nucléiques n’a aucun effet sur la progression 

du cancer du sein in vitro. Cependant, des études in vivo seront nécessaires pour mieux 

comprendre  le rôle de cette protéine dans la maladie. La sécrétion de la protéine suggère 

que celle-ci joue un rôle extra-cellulaire. Des études sur le micro-environnement des 

tumeurs, le rôle de la protéine MGB1 et le système immunitaire, ainsi que la résistance 

aux drogues dans le cancer du sein seront nécessaires pour élucider la fonction de la 

protéine MGB1. 
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CHAPITRE I 



INTRODUCTION 

1.1 Le cancer 

Le corps humain est composé d’environ 100 milliards de cellules, qui comprennent 

plus de 200 différents types. Le cancer est un terme général qui englobe plus de 100 

maladies [1, 2]. Quatorze processus importants peuvent se produire pour qu’un organisme 

développe un cancer [3] : 

1. Une cellule doit avoir une instabilité de son génome qui mène à des mutations;

2. Elle subit alors des mutations génétiques, c’est-à-dire un changement dans la

séquence de l’ADN;

3. Les mécanismes de réparation de l’ADN sont inefficaces;

4. La cellule mutée évite la mort cellulaire programmée;

5. La cellule cancéreuse n’est pas repérée par le système immunitaire;

6. La cellule cancéreuse échappe à la destruction par le système immunitaire;

7. Elle acquiert le pouvoir de réplication infinie et d’immortalité. Ces mutations

génétiques donnent lieu à une atténuation de gènes suppresseurs de tumeur et

de mécanismes de contrôle de prolifération;

8. Les cellules cancéreuses présentent souvent une dérégulation de leur

métabolisme;

9. Les tumeurs causent une réponse inflammatoire qui accélère sa formation;

10. La variabilité polymorphe des microbiomes peut avoir un impact profond sur

les phénotypes du cancer;

11. Les cellules de la tumeur primaire doivent activer des gènes impliqués dans

l’invasion et la formation de métastases;

12. La tumeur peut secréter des protéines impliquées dans la formation des

vaisseaux sanguins;

13. Les cellules cancéreuses doivent avoir la capacité d’entrer et sortir de

sénescence;

14. Les cellules cancéreuses possèdent aussi une plasticité de leur phénotype [3].
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1.1.1 Les cancers solides et liquides 

Les cancers solides et les cancers liquides sont deux types de cancers qui diffèrent 

par leur localisation et leur mode de propagation dans l’organisme. Les cancers solides se 

forment dans les tissus solides du corps, tels que les organes, les tissus conjonctifs ou les 

glandes, tandis que les cancers liquides se développent dans les cellules du système 

sanguin ou lymphoïde [1, 2].  

Les cancers solides sont les formes les plus courantes de cancer. Ils peuvent naître 

dans divers organes du corps, tels que les poumons, les seins, le côlon, la prostate, le foie, 

les reins, le pancréas, etc. Les cellules cancéreuses se multiplient et forment une masse 

solide appelée tumeur. Les tumeurs solides peuvent être bénignes (non cancéreuses) ou 

malignes (cancéreuses). Les tumeurs malignes ont tendance à envahir les tissus voisins et 

à se propager à d'autres parties du corps par un processus appelé métastase [1, 2]. 

Les cancers liquides, quant à eux, se développent dans les cellules du sang, de la 

moelle osseuse ou du système lymphatique; par exemple, la leucémie, le lymphome et le 

myélome multiple. Les cellules cancéreuses se propagent dans le sang ou la lymphe, 

atteignant ainsi différentes parties du corps. Contrairement aux tumeurs solides, les 

cancers liquides ne forment généralement pas de masse solide distincte. Au lieu de cela, 

les cellules cancéreuses se propagent dans tout le système [1, 2]. 

1.1.2 Les statistiques du cancer au Canada 

Les statistiques le démontrent : le cancer est très répandu. Selon la Société 

canadienne du cancer, la moitié des Canadiens recevront un diagnostic de cancer dans leur 

vie [4]. De ces diagnostics de cancers, 25 % ne gagneront pas la lutte contre la maladie 

[4]. On estime qu’en 2023, plus de 229 200 personnes recevront un diagnostic d’un cancer 

et environ 84 600 personnes succomberont à la maladie [4]. Ces diagnostics sont plus 

fréquents à l’est du Canada qu’à l’ouest. La province de Terre-Neuve est la plus touchée 

[4]. Les hommes présentent plus de risques d’être diagnostiqués d’un cancer que les 
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femmes [4]. De plus, les femmes diagnostiquées ont plus de chance de vaincre la maladie 

[4]. Quatre-vingt-dix  % des Canadiens diagnostiqués ont plus de 50 ans [4]. La majorité 

des personnes diagnostiquées ont entre 65 et 70 ans [4]. On prédit que le taux de nouveaux 

diagnostics du cancer augmentera dans les prochaines années en réponse à la population 

vieillissante au Canada [4]. Cependant, le cancer touche aussi les jeunes. En 2016, le 

cancer était la cause principale des décès des enfants de moins de 15 ans [4]. Néanmoins, 

en éliminant les facteurs de l’âge selon la taille de la population et le nombre de patients 

atteints du cancer, le taux de mortalité du cancer serait en diminution [4]. Le cancer 

demeure la cause principale de décès au Canada, mais les personnes atteintes de la maladie 

vivent maintenant plus longtemps [4]. En moyenne, 63 % des gens atteints du cancer 

vivent avec la maladie durant une période de plus de 5 ans. C’est une augmentation de 

presque 10 % depuis les années 1990 [4]. Le taux de survie est lié au type de cancer [4]. 

Les cancers présentant les plus hauts taux de survie sont le cancer de la thyroïde et le 

cancer testiculaire à 98 et 97 % [4]. Les cancers les plus mortels sont le cancer de 

l’œsophage et du pancréas avec un taux de survie de 15 et 8 % respectivement [4]. Les 

cancers du poumon, du sein, colorectal et de la prostate comptent pour plus de la moitié 

des diagnostics [4]. Le cancer du poumon est le deuxième cancer le plus fréquent qui est 

responsable du plus grand nombre de décès surpassant tous les autres cancers les plus 

fréquents et combinés. Toutefois, celui-ci est en déclin chez les femmes. Le cancer du sein 

est le cancer plus commun chez les femmes, représentant 25 % des nouveaux diagnostics 

alors que chez les hommes, le cancer de la prostate est le plus commun et représente 20 % 

des nouveaux diagnostics [4].  

1.2   Le cancer du sein 

Le cancer du sein est plus fréquent chez les femmes que chez les hommes [4]. On 

estime que moins de 1 % des diagnostics concernent les hommes, ce qui représente 

environ 230 nouveaux cas du cancer du sein en 2022, tandis que chez les femmes, ces 

chiffres atteignent 27 725 diagnostiqués. Les quatre types de cancers du sein les plus 

fréquents sont les suivants [4] : 

1. Les cancers canalaires in situ ou infiltrant ;
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2. Les carcinomes lobulaires in situ et infiltrants (aucun rapport avec les lobules

mammaires, défaut d’expression de E-cadhérine);

3. Les cancers inflammatoires causés par une oblitération des vaisseaux

lymphatiques du derme par les cellules cancéreuses;

4. La maladie de Paget, une extension des cellules tumorales à la peau, l’aréole

ou le mamelon via les canaux mammaires[4].

On retrouve aussi certaines formes de carcinomes du sein plus rares, représentant 

1 à 6 % des cancers du sein diagnostiqués, comme le carcinome médullaire, mucineux, 

tubuleux et papillaire. Certains facteurs de risques augmentent les probabilités d’être 

atteint d’un cancer du sein chez les femmes. Les plus importants facteurs de risque sont 

[4] :

1. Les antécédents familiaux de cancer du sein;

2. Des mutations des gènes : Gène du cancer du sein (BRCA), Protéine tumorale

P53 (P53), Ataxie-télangiectasie mutée (ATM), Homologue de la phosphatase

et de la Tensine supprimée sur le chromosome 10 (PTEN), Sérine/thréonine

kinase 11 (STK11), Kinase de point de contrôle 2 (CHEK2), Partenaire et

localisateur de BRCA2 (PALB2);

3. L’alcool et le tabagisme;

4. L’obésité et l’inactivité physique;

5. La densité des tissus du sein;

6. Le taux d’œstrogène affecté par les menstruations précoces, une ménopause

tardive, une grossesse tardive ou la nulliparité;

7. L’exposition aux radiations;

8. L’hormonothérapie substitutive et les contraceptifs oraux [4].

Compte tenu de ces facteurs, le taux de survie des femmes atteintes d’un carcinome 

mammaire a augmenté de 42 % depuis 1986. Actuellement, une personne atteinte du 

cancer du sein possède 88 % de chance de vaincre la maladie. Ceci est principalement dû 

aux méthodes de détections plus précoces et aux thérapies ciblées [4].  
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1.2.1 Le diagnostic du cancer du sein 

Le diagnostic du cancer du sein comprend plusieurs méthodes, mais débute par un 

examen physique et clinique [4]. Le tissu mammaire couvre une grande région, qui s’étend 

du milieu du thorax jusque dans l’aisselle et vers le haut jusqu’à la clavicule, puis en 

profondeur jusqu’aux muscles de la paroi thoracique [4]. La glande mammaire se compose 

de canaux et lobules et de tissu conjonctif fibroadipeux. Elle comprend aussi la peau, 

l’aréole et le mamelon. L’examen clinique cible à rechercher, dans ces tissus [4] :  

1. La présence de masses ou enflures;

2. Un épaississement ou un durcissement de la peau;

3. Des changements ou une différence dans la forme du sein;

4. Une différence de couleur, température ou texture de la peau ou une ulcération

cutanée;

5. Un changement des mamelons comme une inversion, une desquamation de la

peau ou un écoulement [4].

Le médecin peut aussi avoir recours à une mammographie de dépistage. Ce test 

permet de déceler la présence d’anomalies qui sont trop petites pour être détectées par 

l’examen clinique ou la présence de calcifications [5]. La mammographie numérique 

permet de contrôler l’imagerie des seins au fil des années [5]. Elle peut déterminer la 

densité des seins qui est un facteur de risque du cancer du sein [5]. Le test BI-RADS 

(Système de rapports et de données sur l’imagerie mammaire) catégorise premièrement 

les seins selon leurs densités sur une échelle allant de A à D [5] : 

A. Les seins sont surtout composés de tissus graisseux;

B. Les seins comportent quelques régions de tissus fibreux et glandulaires denses;

C. Les seins sont formés presque en quantité égale de tissus graisseux et de tissus

denses;

D. Les seins sont presque entièrement composés de tissus denses [5].

Une mammographie de classification BI-RADS catégorise les anomalies du sein 

entre 0 et 5 [4]. La mammographie diagnostique de classification fournit des 
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recommandations et évalue la probabilité[5]. Cette classification contribue aussi à la 

stadification de la maladie [5].  

Une biopsie évalue directement les changements tissulaires[5]. Il existe plusieurs 

types de biopsies disponibles selon l’emplacement et le type de tumeur du patient [5]. La 

biopsie à l’aiguille et une biopsie par chirurgie [5]. Pour confirmer l’infiltration des 

cellules cancéreuses, le chirurgien peut prélever des ganglions lymphatiques. Il y a deux 

types de ganglions;  les ganglions sentinelles et tous les autres qui sont plus éloignés de la 

tumeur.[5].  

Au niveau cellulaire, on analyse le statut des récepteurs hormonaux des tissus 

prélevés pour déterminer leur niveau d’expressions, et le pronostic de la maladie [5]. La 

présence des récepteurs d’œstrogène (ER) et de progestérone (PR) est déterminée par 

immunohistochimie [5]. Les tumeurs munies de ces récepteurs nécessitent normalement 

ces hormones pour croître et sont traitées par hormonothérapie [5], tandis que les tumeurs 

dépourvues de ces récepteurs ne répondront pas au régime d’hormonothérapie [5]. Un 

cancer du sein qui ne possède aucun de ces récepteurs, ni l'expression de la protéine HER2, 

est connu sous le nom de Triple Négatif [5]. Ce type de cancer du sein est plus difficile à 

traiter puisque les thérapies qui ciblent HER2 ou les récepteurs hormonaux ne sont pas 

efficaces contre celui-ci [5].  

Les biomarqueurs tumoraux peuvent être des protéines retrouvées dans le sang, les 

tissus et les liquides prélevés du corps [5]. Ces marqueurs tumoraux aide à déterminer le 

type de cancer, s’il est en métastase, la malignité de la maladie, et quels traitements seront 

les plus efficaces [5]. Les marqueurs tumoraux pour le cancer du sein comprennent ER, 

PR, HER2, mais d’autres marqueurs peuvent donner un aperçu de la progression 

tumorale[5]. L’antigène tumoral 15-3 (CA 15-3) et l’antigène carcinoembryonnaire 

(ACE) peuvent être utilisés comme outils complémentaires pour contribuer aux décisions 

concernant le traitement [5]. D’autres marqueurs importants dans le cancer du sein sont 

BRCA1, BRCA2, p53, E-cadhérine et quelques autres  [5],  
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1.2.2 La classification histologique 

Les tissus recueillis par biopsie sont analysés au microscope pour en déterminer le 

grade, qui s’étale de 1 à 3 [4]. Plus le chiffre est bas, plus le grade est faible [4]. Le score 

est associé à la différenciation entre les cellules cancéreuses et les cellules saines 

avoisinantes [4]. Le grade sert à établir un pronostic et à prévoir comment le cancer 

pourrait réagir aux traitements [4]. Tandis que pour le stade, la différenciation des cellules 

tumorales basée sur l’architecture, les caractéristiques nucléaires et les mitoses. Plus le 

stade est bas, moins la tumeur s’est propagée à distance [4]. L’inverse est observé quand 

le stade est haut [4]. Les carcinomes in situ sont contenus à l’intérieur des canaux et 

lobules mammaires alors que les carcinomes infiltrants sont contenus dans le stroma 

avoisinant [4]. 

1.2.3 La stadification 

La stadification communique de l’information sur la taille de la tumeur primaire, 

le nombre de ganglions lymphatiques axillaires atteints et la présence de  métastases [6]. 

Pour le cancer du sein, la classification Tumeur Node Métastase (TNM) (Tableau 11) [6]. 

Plus le stade est élevé, plus le cancer est étendu . Les métastases sont la cause de 90 % des 

décès liés au cancer [4, 6].  

Tableau 1. La classification Tumeur Node Métastase (TNM) [6, 14, 15]. Le stade d’un 

cancer procure de l’information sur la taille, le nombres de ganglions lymphatiques 

axillaires affectés et la présence de métastases. 

Tx La tumeur primitive n'est pas évaluable. 

T0 Il n'y a aucune preuve de tumeur primitive 

Tis Carcinome in situ (CCIS, LCIS ou maladie de Paget sans masse tumorale). 

Tx La tumeur primitive n'est pas évaluable. 

T1 La tumeur mesure ≤ 2cm. 

• T1mic Micro-invasion ≤ 0.1cm.
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• T1a > 0.1cm mais ≤ 0.5cm.

• T1b > 0.5cm mais ≤ 1cm.

• T1c > 1cm mais ≤ 2cm.

T2 La tumeur mesure > 2cm mais ≤ 5cm. 

T3 La tumeur mesure > 5cm. 

T4 Tumeur de toute taille touchant la paroi thoracique ou la peau (y compris le 

cancer du sein inflammatoire). 

• T4a Extension de la paroi thoracique. 

• T4b Œdème, ulcération cutanée du sein, nodules cutanés satellites 

du même sein. 

• T4c Combinaison de T4a et T4b. 

• T4d Un carcinome inflammatoire. 

Nx Les ganglions lymphatiques voisins ne sont pas évaluables. 

N0 Il n'y a pas de propagation. 

N1 Il y a une propagation aux nœuds axillaires mobiles homolatéraux de niveau I 

et II. 

N2 Il y a une propagation aux ganglions axillaires fixes homolatéraux de niveau I 

et II, ou aux ganglions mammaires internes homolatéraux sans atteinte 

axillaire. 

• N2a Il y a une propagation aux ganglions axillaires homolatéraux 

fixes de niveau I et II. 

• N2b Il y a une propagation aux ganglions mammaires internes 

homolatéraux sans atteinte des ganglions axillaires. 

N3 Métastases dans les ganglions lymphatiques sous-claviculaires ipsilatéraux 

(axillaires de niveau III) avec ou sans atteinte des ganglions lymphatiques 

axillaires de niveau I, II. 

• N3a Métastases dans les ganglions lymphatiques infraclaviculaires 

homolatéraux. 

• N3b Metastases in ipsilateral internal mammary lymph node(s) and 

axillary lymph node(s). 
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• N3c Métastases dans les ganglions lymphatiques supraclaviculaires 

homolatéraux. 

M0 Il n'y a pas de propagation. 

M1 Il y a une propagation. 

1.3   Métastases 

Seules les tumeurs malignes peuvent former des métastases, alors que les tumeurs 

stagnantes sont appelées bénignes. Avec l’avancement de la recherche, on ne considère 

plus la transition d’une tumeur bénigne à maligne comme un programme autonome pour 

les cellules tumorales, mais comme une série d’événements à plusieurs étapes complexes 

[3]. La charge mutationnelle des cellules cancéreuses et les nombreuses interactions 

bidirectionnelles entre les cellules malignes et saines sont complexes [3]. En conséquence, 

de nouvelles plateformes et technologies sont continuellement développées pour mieux 

comprendre ces processus [3]. Une tumeur maligne (Figure 1) acquiert un profil malin en 

reprogrammant son métabolisme cellulaire pour développer la capacité d’induire une 

dissociation de la polarité, une perte d’adhérence, de se mobiliser, de résister à l’anoïkose, 

de pénétrer  un vaisseau sanguin, de survivre en circulation, de s’extravaser de la 

circulation, d’envahir un tissu, de former des métastases, d’induire l’angiogenèse et de 

proliférer à nouveau [3]. Ce processus complexe comportant plusieurs étapes et 

impliquant un grand nombre de gènes qui ne sont pas normalement exprimés dans ce tissu 

est communément appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) [3]. Cette 

transition permet à la cellule adhérente d’acquérir un phénotype mésenchymateux et de 

pénétrer le système lymphatique ou un vaisseau sanguin [3]. Une fois en circulation, la 

cellule doit survive en suspension pour se rendre jusqu’à un organe propice à sa croissance 

[3]. La cellule réalise ensuite une extravasation, active à nouveau ses gènes d’adhérence, 

ce qui lui redonne ainsi les propriétés d’une cellule épithéliale, colonise un organe distal 

et forme une tumeur secondaire. Cette transition d’étapes inversées est connue sous le 

nom de transition mésenchymo-épithéliale (TME) [3].  
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Figure 1. Caractéristiques d’un cancer. (Image tirée et modifiée sans autorisation de D. 

Hanahan et al., Cancer Discov (2022)) [3]. Les multiples mutations génétiques, 

l’inhibition de suppresseurs de tumeurs, la capacité d’échapper au système immunitaire, 

l’inhibition de l’apoptose, la capacité de répliquer éternellement, une dérégulation 

métabolique, la capacité d’envahir un tissu et de créer une métastase, la formation de 

vaisseaux sanguins par angiogenèse, une réponse inflammatoire et le maintien d’une voie 

de prolifération, sont toutes des caractéristiques d’un cancer malin [3]. 

Deux modèles sont proposés pour expliquer la progression cancéreuse et la 

formation de métastases. Le premier considère une progression linéaire où les cellules 

cancéreuses acquièrent des mutations au fil du temps et résultent de la sélection d’un 

phénotype apte à la prolifération et à la formation de métastases[7]. Le second modèle 

suggère une progression parallèle où les cellules tumorales acquièrent séparément des 

mutations qui leur confèrent différents phénotypes. Certaines cellules formeront une 

tumeur primaire alors que d’autres seront en TEM [8]. L’équipe de Yachida et al. (2010) 
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a évalué plusieurs cadavres atteints du cancer et estime qu’au moins une décennie sépare 

la mutation initiale et l’apparition de cellules cancéreuses qui créeront une tumeur [9]. 

Leurs études montrent également que cinq autres années supplémentaires sont nécessaires 

pour que ces cellules acquièrent un phénotype métastatique. Une fois que la TEM et TME 

sont entamées, l’espérance de vie des patients est en moyenne de deux ans [9]. 

Heureusement, ce processus métastatique qui amène les cellules tumorales à être 

libérées en circulation et à se transformer en métastases est un phénomène rare. Une étude 

démontre que seulement 0.01 % des cellules cancéreuses dans la circulation sanguine 

forment des métastases [10]. Le processus impliqué dans la survie de ces cellules en 

circulation n’a pas encore été déterminé. Cependant, nous estimons que la majorité des 

cellules sont détruites par le système immunitaire ou par l’incapacité de ces cellules 

cancéreuses en circulation d’activer les gènes de dégradation de la matrice extracellulaire 

et les molécules d’adhésion[10]. Dans une étude réalisée par l’équipe Hess et al. (2006), 

il est montré que seul un faible pourcentage des cellules cancéreuses ont réussi à 

extravaser et à croître [10]. Seulement une cellule extravasée sur 40 avait formé des 

micrométastases [10]. Cependant, de ces micrométastases, seulement une sur 100 a 

continué de croître et à former une tumeur [10]. Hess et al. (2006) observent que plus d’un 

tiers des cellules injectées restaient dans le foie sous forme de cellules solitaires 

extravasées dont seulement 5 % étaient en prolifération ou en apoptose [10]. Hess et al. 

(2006) concluent que 95 % de ces cellules cancéreuses solitaires étaient dormantes [10]. 

Ces cellules en sénescence peuvent, ultérieurement, réactiver les processus expliquant 

pourquoi les tumeurs malignes humaines peuvent se reproduire des années après la 

rémission [10]. La perte de micrométastases est 10 fois supérieure à la perte de cellules 

solitaires, ce qui suggère que les cellules cancéreuses qui commencent à se diviser in vivo 

sont beaucoup plus vulnérables à la destruction que les cellules solitaires à l’état inactif 

[10]. Parce que ces cellules solitaires ont un faible indice de prolifération, elles sont 

insensibles  aux thérapies dirigées contre les cellules en division rapide [10]. Il est donc 

primordial de trouver des thérapies qui ciblent non seulement les cellules métastatiques, 

mais aussi les cellules sénescentes [10, 11].  
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Les métastases du cancer sein ciblent les os, le cerveau, le foie et les poumons, 

elles sont donc dotées d’un tropisme d’organe [12]. Pour les patients atteints d’un cancer 

métastatique, 30 à 60 % présentent des lésions aux os, 4 à 10 % au cerveau, 15 à 32 % au 

foie et 21 à 32 % dans les poumons [12], [13]. De plus, 60 à 70 % des patients qui meurent 

du cancer du sein présentent des métastases aux poumons [14]. Le pronostic d’un patient 

atteint d’un cancer primitif du sein avec métastases aux poumons est morbide défavorable 

avec environ 25 mois d’espérance de vie [15]. Ceci est principalement dû aux options 

limitées de traitements pour ce type de lésions [16, 17]. Le microenvironnement créé par 

les organes propices à l’établissement des tumeurs favorise la migration et la prolifération. 

La protéine de regroupement de différenciation 44 (CD44) et ses ligands l’ostéopontine 

(OPN) et la L-selectine (SELL) sont notamment présents dans le microenvironnement des 

poumons. Lorsque les cellules positives aux récepteurs CD44 sont activées par ses ligands, 

le domaine intracellulaire se rend au noyau et active l’expression des gènes impliqués dans 

la migration tels que les Matrice métalloprotéinase (MMP) et Homologue Notch 1, associé 

à la translocation (Notch1) [18]. En revanche, s’ils sont inactivés, on observe une 

diminution de la migration et la prolifération des cellules cancéreuses (Figure 2) [18].  
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Figure 2. Mécanismes moléculaires de la métastase : transition épithélio-

mésenchymateuse, anoïkose et perte d’adhérence. (Image tirée et modifiée sans 

autorisation de M.E. Hernández-Caballero, (2013)). Les étapes de formation d’une 

métastase sont des séquences précises d’événements qui permet aux cellules de créer une 

tumeur secondaire [19]. 
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1.3.1 TEM 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Figure 3) est un processus 

normalement actif pendant le développement embryonnaire, la régénération de tissus, la 

fibrose d’organes ou la cicatrisation [20]. Cependant, lorsqu’impliqué dans le cancer, ce 

phénotype joue un rôle important dans la résistance aux traitements anticancéreux [20]. 

Contrairement au tissu sain, la TEM du cancer est très dynamique et réversible, et on peut 

retrouver un mélange de profils d’expression des gènes dans l’état épithélial ou 

mésenchymateux [21]. La transition phénotypique implique les gènes régulant 

l’adhérence cellule-cellule et cellule-matrice, la polarité et le remodelage du cytosquelette. 

Dans le cancer, la TEM peut être induite par l’hypoxie, les cytokines, les facteurs de 

croissance sécrétés par le microenvironnement de la tumeur, un changement métabolique, 

une interaction favorable avec le stroma ou une réponse immunitaire innée ou adaptative 

[22]. Le passage de l’expression génique du phénotype épithélial à l’état mésenchymateux 

est déclenché par des cascades moléculaires complexes impliquant les facteurs de 

transcription Snail famille de répresseurs transcriptionnels 1 (SNAI1) et Snail famille de 

répresseurs transcriptionnels 2 (SNAI2), doigt de zinc E se liant à la boîte homéoboîte 1 

(ZEB1) et doigt de zinc E se liant à la boîte homéoboîte 2 (ZEB2), protéine apparentée à 

la protéine liée à la torsion 1 (TWIST) et E12 / E47. Une grande liste d’ARN non codants 

incluant les micros acides ribonucléiques (miARN), les longs ARN non codants 

(lncARN), les ARN qui interagissent avec piwi (piARN), les petits ARN nucléaires 

(snARN), les petits acides ribonucléiques nucléaires (snoARN) et les ARN circulaires 

(circARN) sont aussi impliqués. Ils favorisent un remodelage de la chromatine, des 

modifications épigénétiques, l’accessibilité aux promoteurs, de la demi-vie de l’ARNm et 

de la stabilité des protéines [22]. Par conséquent, l’épissage alternatif, des modifications 

post-transcriptionnelles, et la translocation des protéines sont affectés pendant l’activation 

des gènes impliqués dans la TEM [22].   
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Figure 3. Protéines impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse. (Image 

tirée et modifiée sans autorisation de Lamouille S, (2014)) [23]. Une des cascades 

protéiques les plus étudiées dans la TEM est l’induction du récepteur de facteur de 

transformation de Facteur de croissance tumorale β (TGF-β). Celle-ci peut activer la TEM 

de deux façons lorsque liée à son récepteur : soit par l’activation des facteurs de 

transcription Mères contre l'homologue décapentaplégique 2 et 3 (SMAD2/3), soit en 

activant les cascades phosphoinositide 3-kinase et protéine kinase B (PI3K-AKT), la 

kinase régulée par un signal extracellulaire et la protéine kinase activée par un mitogène 

(ERK-MAPK), protéine kinase activée par un mitogène P38 (P38-MAPK) et la avec c-

Jun en N-terminal (JNK). Le TGF-β peut aussi induire la phosphorylation de la protéine 

transformante SHC 1 (SHCA) qui activera la cascade MAPK comme les facteurs de 

croissance épithéliaux (EGF) via les récepteurs tyrosines kinases. La protéine sans ailes 

et Int-1 (WNT) et les intégrines peuvent désactiver la glycogène synthase kinase 3 β 

(GSK3-β) stabilisant β-caténine impliquée dans l’activation de la TEM. La GLI famille 

doigt de zinc (GLI1) induit SNAI1 dans la cascade Hedgehog et SNAI2 est surexprimée 

par le domaine intracellulaire de Notch, causant une diminution de l’expression de E-

cadhérine, claudines, occludines et mucin-1. L’inflammation induit Interleukine 6 (IL6) 

et d’autres cytokines sécrétées qui activent le transducteur de signal et activateur de 

transcription 3 (STAT3) qui à son tour active SNAI1. L’hypoxie induit l’accumulation de 
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Facteurs inductibles par l’hypoxie alpha (HIF-1 α) et active l’expression de TWIST qui 

est aussi impliqué dans l’activation de la TEM [23]. 

Plusieurs marqueurs sont utilisés pour déterminer le stade de la TEM ou la TME 

dans lequel se retrouvent les cellules cancéreuses. Ces gènes sont impliqués dans l’identité 

épithéliale ou mésenchymateuse et on observe habituellement une augmentation ou une 

diminution de ceux-ci (Tableau 2) [23].  

Tableau 2. Marqueurs épithéliaux et mésenchymateux [23]. 

Marqueurs épithéliaux Marqueurs mésenchymateux 

E-Cadhérine N-Cadhérine

Cytokératine Vimentine 

Protéine de jonction serrée 1 Fibronectine 

Laminin-1 Ostéoblaste-Cadhérine 

Syndecan SNAI1 

Mucine 1 Slug 

Desmoplakine Facteur de Transcription ETS Proto-

Oncogène 1  

Collagène alpha-1 Alpha-actine des muscles lisses 

Entactine TWIST 

Claudine Vitronectine 

Cependant, à l’heure actuelle, il manque encore beaucoup d’informations pour 

élucider les gènes impliqués dans l’activation et l’inhibition de la TEM chez les 

carcinomes mammaires. Il est important de retourner à la base et de tenter d’élucider les 

facteurs cellulaires et moléculaires inhérents au cancer dans le but de comprendre les 

processus impliqués. Dans cette étude, on s’intéresse plus particulièrement à la 

caractérisation d’un marqueur moléculaire utilisé pour la détection de micrométastases. 

Ce marqueur, la protéine MGB1, est un membre de  la famille des sécrétoglobines mais 

sa fonction dans le cancer n’est toujours pas élucidée. Cette protéine pourrait jouer un rôle 
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important dans les carcinomes mammaires ce qui expliquerait sa surexpression dans la 

majorité des cancers du sein [34].  

1.4 Les sécrétoglobines 

Les sécrétoglobines sont des protéines sécrétées par tous les mammifères [24]. 

Chez l’humain, les sécrétoglobines regroupent 16 membres codés par 11 gènes et 5 

pseudogènes. Leur découverte, au fil du temps, par différents chercheurs qui leur ont 

donné plusieurs noms et nomenclatures différentes, rend le consensus de leur terminologie 

difficile à atteindre [24]. Chez la souris, cette famille comprend 68 membres [24]. 

Auparavant, la famille des sécrétoglobines était connue sous le nom de la famille des 

Utéroglobines (UGB) [24]. En revanche, avec la découverte de nouveaux membres, le 

terme sécrétoglobine a été privilégié pour distinguer les protéines de cette famille ayant la 

caractéristique de pouvoir être sécrétées [24]. De ces membres, l’UGB (aussi connue sous 

le nom de blastokinine, Protéine de sécrétion cellule Clara (CCSP), Cellule Clara 10 kilo 

Dalton (kDa) (CC10) et sécrétoglobine 1A1 (SCGB1A1)) a été la première sécrétoglobine 

découverte dont la structure cristallisée a été résolue en 1989 par Delettré J. et al. (1989) 

[24]. Les sécrétoglobines sont souvent retrouvées sous forme d’homo ou d’hétérodimères 

antiparallèles et se dimérisent pré-sécrétions [24]. Une fois dimérisées, les sécrétoglobines 

forment une structure stable qui résiste aux protéases, aux variations de pH et aux 

températures élevées [24]. La structure secondaire d’un monomère d’une sécrétoglobine 

comprend quatre hélices alpha regroupées pour former une pochette hydrophobe [24]. 

Cette pochette centrale est stabilisée par des ponts disulfures, entre un et trois résidus 

cystéines [25-27]. Six résidus (Phénylalanine 6, Leucine 13, Tyrosine 21, Phénylalanine 

28, Méthionine 41 et Isoleucine 63) dans chaque sous-unité ont été identifiés comme étant 

particulièrement importants pour sa structure [24]. Tous ces résidus, à l’exception de 

Phénylalanine 28, sont accessibles aux ligands, qui fonctionnent pour maintenir l’interface 

du dimère. Les résidus aromatiques Phénylalanine 6 et Tyrosine 21 sont essentiels à cette 

liaison et ne peuvent pas être remplacés par des acides aminés (aa) aliphatiques [24]. 

Inversement, Leucine 13 est accessible au solvant dans la poche hydrophobe et est 

généralement substituée par des aa aromatiques [28]. Cela suggère que Leucine 13 peut 
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être impliquée dans la détermination de la spécificité du ligand [28]. Les fonctions des 

sécrétoglobines comprennent la séquestration de la phospholipase A, des eicosanoïdes 

(ex : la prostaglandine), des rétinoïdes, des hormones stéroïdes (ex : l’œstrogène), certains 

métabolites comme l’isothiocyanate de phénéthyl (PEITC) et le sulforaphane (SF) par une 

liaison dans sa pochette hydrophobe [27, 29]. Des membres spécifiques de la famille des 

sécrétoglobines se retrouvent principalement dans les sécrétions utérines, prostatiques, 

pulmonaires, lacrymales et des glandes salivaires. Leurs fonctions comprennent le 

maintien et la réparation des poumons. Les sécrétoglobines ont une capacité anti-

inflammatoire (séquestre la phospholipase A et la prostaglandine), elles sont des 

immunomodulateurs et certaines sont même impliquées dans la tumorigenèse [28]. De 

plus, l’expression de certaines sécrétoglobines spécifiques corrèle avec plusieurs 

pathologies, dont le cancer des poumons, de la prostate, des ovaires et du sein [25, 30].  

L’arbre phylogénique de la famille des sécrétoglobines chez la souris (M) et 

l’humain (H) (Figure 4) a été établi par Jackson et al. (2011) [25]. Certaines parties de 

séquences de ces gènes sont préservées entre l’humain et la souris [25]. Leurs positions 

dans le génome humain se retrouvent majoritairement dans le chromosome 5 et 11 

(Tableau 3) [25]. 
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1b27 

Figure 4. Arbre phylogénique des sécrétoglobines chez la souris (M) et l’humain (H). 

(Image tirée sans autorisation de Jackson et al. (2011)) [25]. La famille des 

sécrétoglobines comprend plusieurs sous-divisions. Dans la sous-famille SCGB1D, on 

retrouve les gènes Lipophiline A (SCGB1D1), Lipophiline B (BU101 ou SCGB1D2) et 

SCGB1D4. Les protéines Lipophilines A et B ont été découvertes dans les larmes 

humaines, mais leur fonction est encore peu connue. La protéine sécrétoglobine 1D4 

(SCGB1D4) a comme fonction de réguler la migration et l’invasion chimiotactique. De 

façon similaire à la sous-famille SCGB1D, la sous-unité SCGB2A comprend deux 

membres, le gène Lipophiline C (Mammaglobine 1 B ou SCGB2A1) et le gène 

Mammaglobine 1 (SCGB2A2) [25]. 
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Tableau 3. Membres de la famille des sécrétoglobines et leurs synonymes. La 

localisation de ces gènes se retrouve sur plusieurs chromosomes, pour certains la 

localisation exacte est connue et pour d’autres non puisqu’ils ne sont toujours pas bien 

étudiés [25]. 

Symbole du 

gène 

Localisation 

chromosome 

humain 

Synonymes 

SCGB1A1 11q11-qter Utéroglobine (UGB), Blastokinine, Cellule Clara 10 kilo 

Dalton (kDa) (CC10), Cellule Clara spécifique 16 (CC16), 

Protéine de sécrétion cellule Clara (CCSP), Protéine Cellule 

Clara de liaison aux phospholipides (CCPBP), et Protéine 

urinaire 1 (UP1) 

SCGB1B1P 19 Abpa1P 

SCGB1B2P 19 SCGB4A1P 

SCGB1B3 19 SCGB4A4 

SCGB1C1 11p15.5 RYD5 

SCGB1D1 11q13 Lipophiline A (LIPA) 

SCGB1D5P 4q32.3 SCGB1D1P1 

SCGB1D2 11q13 Lipophiline B (LIPB) 

SCGB1D4 11q12.3 IFN-γ sécrétoglobine inductible (IIS) 

SCGB2A1 11q13 Lipophiline C, Mammaglobine 2 (MGB2), Mammaglobine B, 

UGB3 et lacryglobine 

SCGB2A2 11q13 Mammaglobine 1 (MGB1), Mammaglobine A, UGB2 

SCGB2B1P 19 Abpbg1P 

SCGB2B2 19 SCGB4A2, SCGBL 

SCGB2B3 19 SCGB4A3 cytokine haut en normal 1 (HIN-1) 

SCGB3A1 5q35-qter Protéine de sécrétion pneumo 2 (PnSP-2), et Protéine 

apparentée à l’Utéroglobine 2 (UGRP2) 

SCGB3A2 5q32 Protéine de sécrétion pneumo 1 (PnSP-1), et Protéine 

apparentée à l’Utéroglobine 1 (UGRP1) 

1.4.1 Les gènes sécrétoglobines 

Les sécrétoglobines possèdent plusieurs noms puisqu’elles ont été étudiées depuis 

longtemps par plusieurs groupes. Certains des gènes de sécrétoglobines forment des 

pseudogènes, subissent des épissages alternatifs et présentent une similarité de séquences 
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[25]. Pour toutes les sécrétoglobines chez l’humain, les gènes de sécrétoglobines se 

retrouvent dans les chromosomes 11 et 19 et sont composés de deux à quatre exons [31].  

La protéine SCGB1A1 a été la première découverte et est aussi connue sous le 

nom protéique de Utéroglobine (UGB), Blastokinine, Cellule Clara 10 kilo Dalton (kDa) 

(CC10), Cellule Clara spécifique 16 (CC16), Protéine de sécrétion cellule Clara (CCSP), 

Protéine Cellule Clara de liaison aux phospholipides (CCPBP), et Protéine urinaire 1 

(UP1). Elle possède un pseudogène, SCGB4A1P (GenBank BM984683, CD173361, 

N57568, T16687 et BE142511) [32].  

Le gène SCGB1B1P est aussi connu sous les noms protéiques d’Abpa1P [33]. Le 

gène SCGB1B1P possède deux produits du gène, l’un comporte environ 500 paires de 

bases (pb) et l’autre environ 300 pb [34]. L’épissage alternatif de l’ARNm de SCGB1B1P 

comprend une délétion de l’exon 7 et s’accompagne d’un début tronqué de l’exon 8 [34]. 

Le gène sécrétoglobine 1C1 (SCGB1C1) est aussi connu sous le nom de 

sécrétoglobine RYD5. Des analyses in silico ont montré une variante rare de 

polymorphisme de nucléotide unique non synonyme (nsSNP) dans le gène SCGB1C1 (152 

G > T) [35].  

Les gènes SCGB1D1 et SCGB1D2 codent respectivement pour la protéine 

lipophiline A (LIPA) et lipophiline B (LIPB) ou BU101 [36]. 

 Le gène SCGB1D4 est communément appelé interféron-γ inductible SCGB (IIS) 

[25]. 

La SCGB2A1 code pour la protéine Lipophiline C ou Mammaglobine B et elle 

possède une similarité de 52 % avec le gène SCGB2A2 [25].  

Le gène SCGB2A2 est aussi connu sous le nom protéique de Mammaglobine 1 

(MGB1) [37].  
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La protéine de liaison androgène 3 β ou γ (Abpbg), aussi appelée SCGB2B, 

SCGB4A2 et est une duplication du gène SCGB1B1. Homologue à l’UGB, la protéine 

MGB1 forme aussi des hétérodimères (24 kDa) ou hétérotétramères (45 kDa) covalents 

avec la protéine LIPB renforcés par des liens disulfures (Figure 5) [38]. 

Le gène Sécrétoglobine 2B3 (SCGB2B3) est aussi connu sous le nom de Cytokine 

haut en normal 1 (HIN-1) ou UGB protéine apparentée-2 (UGRP2) [39]. 

 Le gène Sécrétoglobine 3A2 (SCGB3A2), code pour la protéine apparentée à 

l’Utéroglobine 1 (UGRP1) [40].  

La similarité de ces gènes et le fait qu’ils codent pour des protéines qui sont 

secrétées rendent l’élucidation de leurs fonctions dans les tissus difficiles. 

1.4.2 Les tissus qui expriment les sécrétoglobines 

Les sécrétoglobines se retrouvent un peu partout et ont été étudiées dans les tissus 

de l’humain, la souris et le lapin. Puisqu’elles sont secrétées, elles sont souvent présentes 

dans les liquides corporels tels que le sang [25].  

La protéine SCGB1A1 a été découverte dans l’utérus de lapin. Elle est aussi 

retrouvée dans l’urine [41], dans les poumons et dans le sang humain [42]. Son 

pseudogène SCGB4A1P et a été isolé du poumon, des lésions de sclérose en plaques, du 

cerveau du nourrisson et des tissus de la tête et du cou [32]. Chez les embryons, la protéine 

SCGB1A1 est impliquée dans l’induction de la prolifération [41]. Selon certaines études, 

l’expression du gène SCGB1A1 dans l’utérus est induite en présence de la progestérone et 

inhibée par l’œstrogène [43, 44]. Il a été démontré que RUSH se liait au promoteur du 

gène SCGB1A1 en présence de progestérone [45]. Dans les poumons en développement, 

le gène SCGB1A1 est induit par le glucocorticoïde [46]. Dans le sang, la plaquette traitée 
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avec des protéines SCGB1A1 inhibe l’activation par Thrombine et Adénosine 

diphosphate (ADP) [47-49]. 

La protéine SCG1B1P se retrouve dans le sang où elle séquestre la testostérone, la 

rendant alors moins disponible pour effectuer son activité biologique et pour le 

métabolisme des stéroïdes libres [33]. Dans le plasma humain, on estime que la majorité 

de la testostérone et de l’œstrogène est liée à la protéine SCGB1B1P, mais cette interaction 

est faible et caractérise la capacité de cette globuline à se lier à plusieurs ligands [33]. 

On retrouve le gène qui code pour la protéine SCGB1C1, exprimé dans les glandes 

de Bowman, également appelées glandes olfactives [50]. Il s’agit des glandes séreuses 

tubulo-alvéolaires ramifiées qui sont sécrétées par des conduits vers la surface olfactive 

et leur sécrétion séreuse sert de piège et de solvant pour les substances odoriférantes [50]. 

Une étude montre que dans les muqueuses nasales normales, l’interféron-γ (IFN-γ) inhibe 

l’expression des protéines RYD5 tandis que l’Interleukine 4 et 13 (IL-4 et IL-13) 

augmente son expression [50]. 

La protéine LIPA a été premièrement découverte dans les glandes lacrymales de 

lapin [36]. Sa présence dans les larmes serait impliquée dans la protection des yeux [36], 

[51]. La protéine LIPB est plus abondamment exprimée dans les tissus mammaires et 

reproductifs féminins [52]. 

La protéine MGB1 a été détectée dans l’œil et dans une variété d’autres tissus, 

notamment le cerveau, le pancréas, la thyroïde, les reins, les muscles, la glande mammaire, 

l’ovaire, l’utérus, la prostate et les testicules [53]. Elle est souvent trouvée en hétérodimère 

avec la LIPB dans les larmes [54, 55].  

La protéine IIS est exprimée un peu partout dans le corps, mais son expression est 

davantage observée dans les ganglions lymphatiques, les amygdales, les lymphoblastes en 

culture et les ovaires [56].  
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La protéine SCGB4A2 se retrouve dans le cerveau (lobe olfactif), organes 

sensoriels (épithélium olfactif, organe voméronasal), glandes de la tête et du cou (parotide, 

sublinguale, sous-maxillaire et lacrymale) et tissus sexuels (prostate, ovaire, préputial et 

glandes du clitoris) [57]. Cette protéine est une duplication du gène SCGB1B1 et est 

souvent retrouvée liée à Abpa1 en hétérodimère [32]. On en connaît peu sur sa fonction. 

Le gène SCGB2B3 code pour une cytokine normalement détectée dans l’estomac, 

le cœur, l’intestin grêle, les glandes utérines et mammaires. L’expression du gène 

SCGB2B3 dans les embryons en développement et chez les adultes est associée à un 

phénotype épithélial [39]. 

Le gène SCGB3A2 se retrouve normalement dans les tissus épithéliaux des 

bronches [40]. Son expression est présente pendant la maturation des poumons au stade 

embryonnaire et on observe une augmentation de l’expression une fois adulte [40]. 

Pendant le développement embryonnaire, la protéine UGRP1 a été observée comme étant 

un facteur de croissance [58]. 

Malgré la découverte des sécrétoglobines dans divers tissus, leurs rôles au niveau 

cellulaire sont encore peu connus.   

1.4.3 Le rôle des sécrétoglobines au niveau cellulaire 

Les sécrétoglobines sont exprimées dans plusieurs tissus et les protéines avec 

lesquelles elles interagissent dans ces tissus permettent de mieux comprendre leurs rôles 

cellulaires. Les sécrétoglobines interagissent avec des protéines hormonales, des protéines 

impliquées dans l’inflammation et la prolifération cellulaire. 

En 1989, Robinson et al. (1998) ont rapporté que chez les blastocystes de lapin, la 

protéine UGB est transportée du milieu de culture vers l’intérieur de la cellule et serait un 

transporteur retrouvé à la surface cellulaire [59]. L’expression de la protéine UGB peut 

être activée par l’ajout d’interféron γ (IFNγ) et de cytokines impliquées dans une réponse 

immunitaire [27]. Malgré son rôle physiologique peu connu, les études montrent que la 
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protéine UGB se lie à la progestérone [60], aux biphényles polychlorinates [61], aux 

rétinoïdes [62], les prostaglandines [63] et les phospholipases A2 (PLA2) [64], [65]. Bien 

que la signification physiologique de ces observations n’ait pas été clairement définie, il 

est concevable qu’en liant et éventuellement en séquestrant ces composés, la protéine 

UGB supprime leurs effets toxiques [27]. Le grand nombre de protéines ligands de 

SCGB1A1 rendent l’élucidation de son rôle difficile [27].  

Une étude montre que l’IFN-γ inhibe l’expression des protéines RYD5 et 

Interleukine 4 et 13 (IL-4 et IL-13) augmente son expression [78]. Cependant, aucun effet 

significatif n’a pas été observé pour l’IL-1β et le Facteur de nécrose tumoral alpha (TNF-

α) [78]. Il est difficile de déterminer les protéines avec lesquelles la protéine RYD5 

interagit puisqu’il n’existe aucun anticorps commercial disponible [50].  

L’expression de l’ARNm de IIS n’est pas significativement différente dans les 

cellules lymphoïdes au repos. En revanche, elle est nettement plus élevée dans les cellules 

CD8+ et CD19+ activées [56]. La protéine IIS semble présenter des fonctions 

immunologiques, y compris la régulation de la migration chimiotactique et de l’invasion 

[56]. 

La MGB1 peut se retrouver en multimères et elle interagit, par l’intermédiaire de 

sa pochette hydrophobe, avec des molécules aromatiques comme le biphényle 

polychloriné et la progestérone pour participer à la régulation d’une réponse immunitaire 

[38]. Sa structure comprend quatre hélices reliées par des boucles où se retrouvent les sites 

potentiels de glycosylation aux résidus Asparagines (Asn) 35 et Asn 50 [38]. Lorsque 

glycosylée, la MGB1 peut atteindre un poids moléculaire d’environ 18 kDa [66]. Une 

étude montre la présence de MGB1 localisée au niveau de la membrane de la cellule. En 

effet, cette protéine peut être retrouvée dans le cytoplasme ou transloquée à la membrane 

[67].  
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Figure 5. Structure tertiaire, générée par « SwissModel », d’un hétérodimère de 

MGB1 et LIPB. (Image tirée sans autorisation de Darrick Carter et al., Biochemistry 

(2002)) [38]. L’hétérodimère de la protéine MGB1 (blanc) et la protéine LIPB (gris) 

comprend 4 hélices chaque. Les flèches représentent la prédiction des sites de 

glycosylation et les doubles flèches montrent les résidus cystéines potentiellement 

impliqués dans les ponts disulfures. Les cystéines où se retrouvent les ponts disulfures 

ainsi que leurs localisations dans la séquence protéique de la MGB1 sont identifiées par 

C72-C3, C4-C67, et C47-C44. Les sites de glycolisations possibles sont représentés par 

la glycine N35 et N50 [38]. 

La protéine MGB1 forme un hétérodimère et peut s’associer en tétramère à la 

protéine LIPB [25, 66]. Lors de ce projet de recherche, nous tenterons d’élucider les 

fonctions des protéines du gène MGB1 et ses multiples variations de transcription.  

Le récepteur de la HIN-1 est inconnu, mais les études de liaison au ligand 

indiquent la présence de sites de liaison de haute affinité de la protéine HIN-1 de surface 

cellulaire sur les mêmes cellules épithéliales qui expriment aussi la protéine HIN-1, 

suggérant que la protéine HIN-1 fonctionne comme un facteur autocrine [68]. La protéine 
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HIN-1 est un puissant inhibiteur de la croissance cellulaire dépendant et indépendant de 

l’ancrage [68]. 

Lorsqu’on surexprime la protéine UGRP1, les marqueurs de prolifération Ki-67 et 

la phosphorylation de l’histone H3 augmentent dans un phénotype épithélial et 

mésenchymateux [58]. La protéine UGRP1 a été découverte comme étant une cible pour 

le facteur de transcription NK2 homéoboîte 1 (NKX2-1) ou aussi connu sous le nom de 

facteur de transcription thyroïdien-1 (TITF1) [58]. Une analyse micropuces montre que 

lorsque l’expression de l’ARNm de SCGB3A2 et son facteur de transcription sont inhibés, 

l’expression de plus de 60 gènes est modulée [40]. Les gènes qui ont diminué en 

expression sont impliqués dans le métabolisme cellulaire alors que les gènes surexprimés 

sont impliqués dans le transport du fer [40]. 

1.4.4 Les sécrétoglobines et les pathologies 

Cinq gènes de la famille de sécrétoglobines; SCGB1D1, SCGB1D2, SCGB1D4, 

SCGB2A1 et SCGB2A2 (MGB1), sont surexprimés lorsque Homéoboîte 7 (HOXB7) est 

inhibé [53]. Le gène HOXB7 code pour un facteur de transcription surexprimé dans les 

cancers mélanomes, leucémies, seins, poumons, colorectaux et pancréatiques [53]. Il joue 

un rôle dans la promotion de la prolifération cellulaire, l’angiogenèse, et le TEM [53]. Il 

a été observé que la protéine HOXB7 joue un double rôle dans la tumorigénèse du cancer 

du sein induit par HER2 en retardant l’apparition de la tumeur, mais en favorisant la 

progression métastatique [53].  

Diaz Gonzalez et Nieto ont signalé que l’UGB se liait aux protéines microsomales 

et plasmatiques et que ces protéines de liaison sont exprimées sur des cellules normales 

ainsi que sur des cellules cancéreuses [69]. L’UGB agit via des voies médiées par les 

récepteurs autocrines et paracrines pour inverser certains phénotypes des cellules 

cancéreuses tels que la motilité et le caractère invasif [70]. La transfection de cellules 

cancéreuses du poumon avec le gène SCGB1A1 a supprimé l’expression du gène 

cyclooxygénase-2 (COX-2) via l’inhibition de l’activité du facteur nucléaire κB (NFκB) 
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[71]. On observe une diminution significative de l’expression de la UGB dans les tumeurs 

pulmonaires ainsi que dans les cellules de cancers du poumon en culture [72]. La 

surexpression du gène SCGB1A1 dans ces cellules modifie le potentiel néoplasique de ces 

cellules [73]. De plus, la surexpression du gène SCGB1A1 dans les cellules cancéreuses 

de l’endomètre a atténué le phénotype cancéreux [74]. Les souris dépourvues de la 

protéine UGB semblent être très sensibles au développement de tumeurs invasives dans 

de multiples organes. Dans un modèle murin transgénique de cancérogenèse pulmonaire, 

une baisse marquée de l’expression du gène SCGB1A1 a été constatée [75]. Ces résultats 

suggèrent un rôle protecteur de l’UGB contre la formation de tumeurs induite par un 

cancérogène [76]. Cependant, beaucoup de travail doit être effectué dans ce domaine pour 

déterminer la cause et l’effet de la diminution de l’UGB et la formation de tumeurs. Le 

rôle protecteur de l’UGB contre le cancer peut provenir de ses effets anti-inflammatoires 

puisque l’inflammation chronique est un facteur prédisposant à certains types de cancers 

[76].  

D’après les données issues du marqueur de séquences exprimées (EST), l’ARNm 

de SCGB4A1P est exprimé dans les tissus cancéreux des yeux et des ovaires (GenBank 

BU738523, BM716941, AI073890, AI472323, AI821523, AI821558, BX105421, 

AA290868, AA481857, AA290985 et AA291047) [32]. 

Dans une autre étude menée sur des patients atteints de polypes nasaux sensibles 

à la spiréine et la rhinosinusite chronique tolérante à l’aspirine (SRC), on observe une 

augmentation de l’expression du gène SCGB1C1 [50]. Les auteurs ont conclu qu’une 

expression accrue de sa protéine RYD5 pourrait contribuer à la formation de polypes [50]. 

La présence de certains polymorphismes d’un nucléotide (SNP) et dans le gène SCGB1C1 

a été associée à l’augmentation et/ou la contribution à la susceptibilité de développer des 

polypes nasaux avec de l’asthme [77]. Cependant, des études fonctionnelles sont 

nécessaires pour élucider le rôle des SNP chez SCGB1C1 dans les mécanismes 

moléculaires [77]. Il a été démontré que le gène SCGB1C1 est surexprimé dans le cancer 

de l’ovaire. Cependant, son rôle dans le cancer est encore inconnu [77]. 
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Une diminution de l’expression de la protéine LIPA est impliquée dans la maladie 

chronique de sécheresse des yeux [78], [79]. On observe aussi une diminution de 

l’expression de la protéine LIPA dans les larmes de patients atteints d’Alzheimer [80]. On 

suggère que cette protéine pourrait être un marqueur de détection pour cette maladie [80]. 

La protéine LIPA est souvent retrouvée coexprimée avec la protéine MGB1 et certaines 

études montrent la formation d’hétérodimères entre ces deux protéines [52]. Ces protéines 

sont souvent surexprimées dans les cancers féminins [52]. La protéine LIPB est plus 

souvent surexprimée dans les cancers du sein avec ER [52]. De plus, son expression n’est 

pas associée à au pronostic du cancer du sein [52]. Contrairement à la protéine MGB1, la 

protéine LIPB peut aussi être exprimée dans d’autres tissus [38, 81].  

Le gène SCGB1D4 est inductible par l’IFN-γ dans les cellules lymphoblastiques 

comme le gène SCGB1A1 même si celui-ci ne possède que 30 % de similarité [56]. 

Le gène SCGB2A1 est surexprimé dans plus de 50 % des cancers de l’ovaire et de 

l’endomètre et certaines études associent son abondance à un cancer moins agressif avec 

une diminution des risques de récidive du cancer [82]. D’autres études montrent que cette 

sécrétoglobine est une cible potentielle pour l’immunothérapie contre le cancer de l’ovaire 

[83]. L’ARNm de SCGB2A1 est surexprimé dans le cancer du sein [84]. La surexpression 

de l’ARNm de SCGB2A1 et SCGB2A2 se manifeste dans les cellules du cancer du sein, 

de l’ovaire et de l’endomètre métastatique et est détectable dans le sang [84]. Une autre 

étude montre que les métastases dans les ganglions lymphatiques expriment moins 

l’ARNm de SCGB2A1 que la tumeur primaire [86]. L’ARNm de SCGB2A1 est régulé par 

le lncARN LINC00365 [87]. Lorsque ce lncARN est surexprimé, l’expression de l’ARNm 

de SCGB2A1 est parallèlement augmentée [87]. La surexpression de ces deux gènes mène 

à une inhibition de la viabilité et induit l’apoptose cellulaire par l’inhibition de la voie de 

signalisation NFκB dans les cellules cancéreuses du sein MCF7 et T47D [87]. Le 

microARN (mIR)-6516-5p cible l’ARNm de SCGB2A1 dans la région 3’ de son transcrit 

inhibant son expression dans le cancer de la prostate [88]. Ce mIR est absorbé et inhibé 

par le petit ARN non codant SNHG20 et augmente l’expression de la protéine MGB2 [88]. 
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L’augmentation de l’expression de MGB2 inhibe la croissance et les capacités invasives 

des cellules cancéreuses de la prostate [88].  

Le gène SCGB2B3 est fortement exprimé chez les cellules épithéliales mammaires 

luminales anormales et est hyperméthylé et non exprimé dans la majorité des cancers du 

sein [89]. L’expression du gène SCGB2B3 est inhibée dans 94 % des carcinomes 

mammaires humains et dans 95 % des lésions préinvasives, telles que le carcinome 

canalaire et lobulaire in situ. Cette diminution de l’expression de l’ARNm de SCGB2B3 

s’accompagne d’une hyperméthylation de son promoteur dans la majorité des lignées 

cellulaires du cancer du sein (> 90 %) et des tumeurs primaires (74 %) [89]. On observe 

ce même patron de méthylation dans les tissus du cancer de la prostate, du poumon, du 

pancréas et rétinoblastome, suggérant une fonction potentielle de suppression des tumeurs 

[68]. L’expression de l’ARNm de SCGB2B3 s’est avérée être le prédicateur indépendant 

le plus significatif de mauvais pronostic cliniques du cancer du poumon adénocarcinome 

stade I, suggérant que la perte de l’expression de sa protéine HIN-1 est un événement 

fonctionnellement important [68]. L’expression de la protéine HIN-1 dans les cellules 

MDA-MB-435 provoque la réversion de leur morphologie invasive lorsque ces cellules 

sont cultivées dans un système de culture tridimensionnel [68]. L’expression de la protéine 

HIN-1 dans les cellules inhibe la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb) 

[68]. Dans les cellules en croissance exponentielle, HIN-1 induit l’apoptose [68]. De plus, 

la phosphorylation induite par le mitogène AKT (Sérine 473) est inhibée dans les cellules 

exprimant la protéine HIN-1 [68]. L’expression de SCGB2B3 inhibe également la 

rétention médiée par AKT de p27 dans le cytoplasme, soutenant en outre le rôle de l’AKT 

dans l’inhibition de la croissance médiée par la protéine SCGB2B3 [68]. En ce qui 

concerne le cancer de l’ovaire résistant au Paclitaxel, on observe aussi un haut taux de 

méthylation du promoteur du gène SCGB2B3 [90]. La 5 aza-2’-deoxycytidine (5-aza-2-

dC) inverse la méthylation du gène SCGB2B3 et réactive son expression, causant une 

diminution de la croissance des cellules du cancer de l’ovaire [90]. De plus, l’expression 

des phospho-mTOR (Cible de rapamycine chez les mammifères) et phospho-AKT473 est 

inhibée lorsque la protéine HIN-1 est exprimée [90]. On suggère donc que l’épigénétique 

https://en.wikipedia.org/wiki/Sirolimus
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du gène SCGB2B3 serait un bon marqueur pour la détection et le pronostic de plusieurs 

cancers [91], [92]. 

Il a été démontré que la protéine UGRP1 comportait des propriétés anti-

inflammatoires dans les poumons [93]. En revanche, aucune corrélation significative n’a 

été trouvée entre l’expression de son ARNm SCGB3A2 et le stade pathologique du cancer 

du poumon : la protéine UGRP1 a été détectée chez 79.7 % des patients de stade 1, 77.8 % 

des patients de stade 2, 68.3 % des patients de stade 3 et 33.3 % des patients de stade 4 

respectivement. De plus, l’expression de l’ARNm de SCGB3A2 n’a pas contribué de 

manière significative au taux de survie [94]. 

La présence et l’absence des sécrétoglobines peuvent promouvoir ou atténuer 

certaines maladies comme le cancer. Cependant, il est jusqu’à présent impossible de 

définir si leur présence ou absence sont l’effet ou la cause de la maladie.  

1.5 La protéine Mammaglobine 1 (SCGB2A2 ou MGB1) et le cancer du 

sein 

1.5.1 L’expression de la protéine MGB1 pour la détection du cancer du sein 

Contrairement à la protéine LIPB, la protéine MGB1 est propre aux tissus 

épithéliaux mammaires et ovariens (Figure 6) [38], [95]. Sa surexpression est retrouvée 

dans la majorité des carcinomes du sein (Error! Reference source not found.) [38]. En 

effet, son expression dans le cancer mammaire est généralement plus de dix fois 

supérieure au seuil normal des tissus sains [31], [96]. Par ailleurs, on en connaît peu sur 

la fonction du gène MGB1 et son implication dans le cancer du sein.  

Comme mentionné plus haut, la protéine MGB1 possède toutes les caractéristiques 

d’un bon marqueur moléculaire en se manifestant majoritairement dans le tissu mammaire 

et dans les carcinomes [37]. C’est après sa découverte par Watson et Fleming en 1996, 

faisant allusion à son potentiel comme biomarqueur précis du cancer du sein, que l’intérêt 

de plusieurs chercheurs est suscité pour l’innovation d’un système plus efficace de 

détection des cancers mammaires [37], [97]. Deux ans plus tard, Min et al. (1998), 

montrent que l’ARNm de MGB1 est détectable dans 100 % des lignées cellulaires 
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cancéreuses du sein à l’étude comprenant les MCF7, MDA-MB-231 et autres [98]. La 

détection consiste en une rétrotranscription suivie d’une PCR quantitative (qPCR) 

sensible qui permet de détecter une cellule cancéreuse parmi un million de cellules 

normales [98]. De plus, l’expression du gène MGB1 est l’un des seuls marqueurs 

tumoraux parmi les gènes cytokératine 19 (CK19), mucin 1 (MUC-1), l’inhibiteur de la 

sérine protéase mammaire (Maspin), le Facteur de croissance endothélial vasculaire 

(VEGF) et le TGF-β qui ne donnent aucun faux positif dans les ganglions lymphatiques 

sains [98]. Peu après, une autre équipe a démontré qu’il était aussi possible de détecter la 

présence de la protéine MGB1 par immunohistochimie dans 80 % des tissus cancéreux 

mammaires à l’étude [99]. Pour augmenter la spécificité des tests pronostiques, la 

détection de plusieurs biomarqueurs est utilisée [100]. Pour augmenter la spécificité de la 

détection des carcinomes mammaires par le gène MGB1, la détection d’autres gènes en 

tandem semble favoriser l’efficacité de détection [100]. En effet, presque dix ans après la 

découverte de la protéine MGB1, l’équipe de Watson et Flemming (1996), 

commercialisent l’essai « GeneSearchTM Breast Lymph Node Assay » [100]. En outre, 

depuis juillet 2007, il est possible de diagnostiquer un patient atteint d’une tumeur 

mammaire d’une taille supérieure à 0.2 mm à une précision et sensibilité de près de 100 % 

[101]. Le test consiste à effectuer une biopsie des tissus affectés ainsi que des ganglions 

lymphatiques puis le niveau d’expression d’ARNm de MGB1 et CK19 est déterminé par 

qPCR et les  protéines MGB1 et CK19 sont confirmées par immunohistochimie [100]-

[102]. Comparée à d’autres tests de détection de métastases dans les ganglions 

lymphatiques comme le gène Transcriptions d'Antigènes Carcinoembryonnaires (CEA), 

la détection de l’ARNm de MGB1 est à la fois plus sensible et précise [103], [104]. De 

plus, il est possible de détecter la présence de cellules métastatiques en circulation par une 

qPCR détectant l’ARNm de MGB1 dans le sang (Figure 5Figure 6) [105, 106]. Une étude 

compare l’efficacité de détection de trois différents outils diagnostiques du cancer du sein 

en circulation par test sanguin et montre que, comparée au système CellSearch de 

Menarini Silicon Biosystems et au test AdnaTest de Qiagen, la détection des gènes CK19 

et MGB1 par qPCR était plus sensible [107]. La détection de l’ARNm de MGB1 est aussi 

utile pour détecter la présence de micrométastases du cancer du sein dans la moelle 

osseuse [108].   
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Figure 5. Niveau de transcription du gène MGB1 et LIPB chez des tumeurs 

mammaires. (Image tirée et modifiée sans autorisation de Carter, D, (2002)). Le niveau 

d’expression de l’ARNm de MGB1 mesuré par qPCR varie entre les tumeurs mammaires. 

Les courbes standards ont été générées à l'aide du contrôle (Ct) valeurs déterminées dans 

la qPCR qui se rapportent à la concentration d'acide désoxyribonucléique complémentaire 

(ADNc) utilisée dans le dosage. Des standards allant de 2 à 20 × 106 copies du gène 

d'intérêt ont été utilisées dans ce but. De plus, une courbe standard est générée pour le 

gène de référence β-actine allant de 200 femtogrammes à 2000 picogrammes pour 

Source d’ARN 
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permettre la normalisation à une quantité constante de α-actine [38]

Figure 6. Niveau de transcription du gène MGB1 et LIPB chez d’autres tissus. (Image 

tirée et modifiée sans autorisation de Carter, D, (2002)). L’expression de l’ARNm de 

MGB1 mesurée par qPCR est majoritairement retrouvée dans les tissus mammaires. Les 

courbes standards ont été générées à l'aide du Ct valeurs déterminées dans la qPCR qui se 

rapportent à la concentration d'ADNc utilisée dans le dosage. Des standards allant de 2 à 

20 x 106 copies du gène d'intérêt ont été utilisées dans ce but. De plus, une courbe standard 

est générée pour le gène référence β-actine allant de 200 femtogrammes à 2000 

picogrammes pour permettre la normalisation à une quantité constante de α -actine [38]. 
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1.5.2 La protéine MGB1 et le cancer 

Jusqu’à présent, la relation entre le taux élevé de l’ARNm de MGB1 et la malignité 

des cancers du sein dans des études cliniques montrent des résultats contradictoires. 

Certaines études démontrent l’implication de la protéine MGB1 dans la progression de la 

maladie, quelques autres études montrent que son expression est corrélée avec la 

diminution du phénotype malin, alors que d’autre d’études montrent l’absence d’effets de 

la protéine MGB1 sur le cancer. 

En effet, S. Roncella et al. (2006) confirment les résultats de MJ Nunez-Villar et al. 

(2003) par une étude sur l’expression de l’ARNm MGB1 dans des tissus de carcinome 

mammaire [109, 110]. Ils observent que 93 % des tissus mammaires cancéreux étudiés 

présentent une surexpression de l’ARNm de MGB1 [109]. La fraction résultante, 

dépourvue d’ARNm de MGB1, comprend des tissus de patients atteints de cancer, dont le 

carcinome mammaire lobulaire et canalaire [109]. De plus, il a été démontré qu’une 

surexpression de l’ARNm de MGB1 dans les carcinomes mammaires primaires est 

corrélée avec un pronostic favorable [111]. De même, le taux élevé d’ARNm de MGB1 

diminue le taux de récidives de la maladie [112]. 

À l’inverse, certaines études associent plutôt la malignité d’un cancer du sein à 

l’expression de l’ARNm de MGB1. En effet, lorsque l’expression de l’ARNm de MGB1 

est détectable dans le sérum de patients atteints du cancer du sein, ceux-ci sont atteints 

d’une forme de tumeur mammaire maligne de plus grande taille et présentent des risques 

de récidive plus élevés [113-117], [118].  

D’autres études ne montrent aucune corrélation entre l’expression de l’ARNm de 

MGB1 dans la tumeur primaire et le pronostic du cancer du sein [37], [119]-[120]121]. 

Parmi ces études, l’ARNm de MGB1 ne donne aucune information au sujet du stade, grade 

ou de l’histologie de la tumeur [31, 121], [122]. L’expression de l’ARNm de MGB1 dans 

les cellules cancéreuses en culture n’est également pas non plus associée à un phénotype 

malin [37]. De plus, son expression ne corrèle pas avec celle des récepteurs hormonaux 

de la progestérone, de l’œstrogène, de l’œstradiol ou de l’androgène [31, 123-127]. 

Aucune séquence pour une activation stéroïdienne n’a été trouvée dans le promoteur du 
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gène MGB1 [31]. La surexpression de l’ARNm de MGB1 dans la lignée cellulaire Hs578T 

n’affecte pas la prolifération de ces cellules [128].  

Les recherches plus récentes tentent d’utiliser la protéine MGB1 comme cible 

thérapeutique [67]. L’élaboration d’un vaccin avec l’ADN de MGB1 contre le cancer du 

sein pour induire une réponse immunitaire est présentement en phase clinique 1b ainsi que 

des immunothérapies avec des cellules T génétiquement modifiées pour cibler les cellules 

qui expriment la protéine MGB1 dans le développement du cancer du sein [129-133]. Une 

étude publiée en mai 2020 montre qu’ils ont créé un anticorps identifié par présentation 

sur phage ciblant la protéine MGB1. Il est possible de coupler cet anticorps monoclonal à 

un agent anticancéreux l’acide poly lactique-co-glycolique (PLGA) pour une thérapie 

ciblée [134]. Cependant, on mentionne que le rôle cellulaire de la protéine MGB1 n’est 

toujours pas élucidé [134]. 

Par ailleurs, ces résultats contradictoires soulèvent l’hypothèse que le gène MGB1 

code plusieurs isoformes transcriptionnelles présentant des fonctions différentes, ce qui 

rend ainsi l’élucidation de son rôle difficile.  

1.6 La production d’ARNm isoformes 

C’est en étudiant davantage l’ARNm de l’adénovirus qu’en 1977, Berget et al. 

(1977) ont découvert que plusieurs produits d’ARNm, ARNm mosaïque, peuvent dériver 

d’un même gène [135]. De nos jours, on les distingue comme étant des ARNm isoformes. 

C’est aussi à ce moment que l’on découvre la présence d’exons, la partie codante de 

l’ADN et d’introns, la partie normalement épissée de l’ARNm [135]. En 1990, de 

nouvelles découvertes importantes surviennent grâce au séquençage [136]. Premièrement, 

le séquençage du génome humain débute et la cartographie d’EST est créée [136]. Les 

EST permettent de déterminer les régions de l’ADN qui sont activement transcrites, 

contribuant à l’étude du transcriptome [136]. On estime que de 60 à 95 % des gènes 

transcrits peuvent subir un épissage alternatif, c’est-à-dire une délétion, substitution, ajout 

d’introns ou autres modifications qui changent la séquence de l’ARNm mature [137-139]. 

Ce phénomène permet d’obtenir plusieurs variations subtiles ou importantes dans la 

traduction des résidus aminés d’une protéine [140]. Fonctionnellement, les isoformes 
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protéiques peuvent différer de manière radicale [140], [141]. L’épissage alternatif 

comprend un groupe de protéines, les ribonucléoprotéines nucléaires (RNP) et les 

protéines riches en Sérine (Ser) et Arginine (Arg) (SR), qui reconnaissent un site 

d’épissage donneur en 5’ et synthétisé par l’ARN polymérase 2. Tous les exons internes 

sont munis de ces sites de reconnaissance [140]. Dans les gènes, on retrouve aussi des 

sites d’activation ou de répression de l’épissage alternatif d’une taille d’environ dix 

nucléotides retrouvés dans les jonctions entre les introns et exons [140]. Lorsque deux 

sites ou plus d’épissage sont présents, il est possible de générer diverses variations de 

transcrits d’ARNm. Il existe plusieurs formes d’épissage alternatif : 1) l’exon cassette, 

l’épissage alternatif le plus courant chez les mammifères, se réfère à l’épissage avec une 

délétion d’un exon ou plusieurs exons ; 2) l’extrémité 5’ alternative ou 3’ alternative 

génère des transcrits d’ARNm dont la partie 5’ ou 3’ est tronquée ; 3) la rétention d’intron, 

comme son nom l’indique, comprend les transcrits d’ARNm ayant un intron non épissé ; 

et 4) l’exon mutuellement exclusif regroupe les transcrits d’ARNm qui ont un ou deux 

exons retenus ou exclus mutuellement (Figure 7) [140].   

Approximativement 15 % des mutations qui causent des maladies génétiques 

affectent l’épissage des ARNm. D’ailleurs, on associe souvent l’épissage alternatif avec 

des pathologies comme le cancer [140].  
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Figure 7. Différents mécanismes d’épissage alternatif d’un pré-ARNm. (Image tirée 

et modifiée sans autorisation d’A. Srebrow et al. (2006)). Les résultats d’épissage 

alternatif forment de nouvelles séquences ARNm qui créent de nouvelles protéines 

provenant du même gène. Le gène natif peut être épissé de plusieurs façons comme exon 

casette, extrémité 5’ alternative, extrémité 3’ alternative, rétention d’intron, et exon 

mutuellement exclusif [37, 142, 143]. 

1.6.1 Les isoformes transcriptionnelles de MGB1 

Il existe au moins trois transcrits épissés de l’ARNm de MGB1 décrits dans la 

littérature [37, 142, 143]. Le premier transcrit d’ARNm, découvert par Watson et 

Flemming, 1996, est un ARNm de 503 pb qui comprend trois exons dont la partie codante 

est de 282 pb [2, 18]. La deuxième variation d’ARNm de MGB1 a été isolée par 

séquençage d’ARNm de divers tissus et lignées cellulaires [35]. Ce transcrit d’ARNm est 

d’une taille de 1309 pb avec une partie codante de 363 pb [35]. La dernière variation 

d’ARNm de MGB1 a été isolée par PCR chez les cellules MDA-MB-453 par Zhao, L. et 

Nan, K. (2006) [144]. Ils ont réussi à exprimer les variantes protéiques de MGB1 et à les 

observer par immunobuvardage [144]. Cette troisième forme de transcrit d’ARNm de 
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MGB1 possède une délétion de neuf nucléotides à la fin de l’exon 2, ce qui lui donne une 

taille de 273 pb [36]. De même, BioRad commercialise un anticorps qui reconnaît cette 

isoforme protéique et la forme sauvage (wt) de la protéine MGB1 identifiée par Watson 

et Flemming, 1996, [145].  

Selon une étude réalisée par O’Brien et al. (2004), il existe deux formes de la 

protéine MGB1 d’une taille de 18 et 25 kDa [146]. Les deux formes sont surexprimées 

dans le cancer, mais la forme lourde (25 kDa) est plus abondante dans les cancers ER 

positifs [146]. L’auteur suggère que la forme lourde représente la forme glycosylée de la 

protéine MGB1 [146]. Dans certains tissus cancéreux, cette équipe remarque que la 

présence de l’ARNm ne détermine pas l’abondance de la forme protéique de MGB1 et 

vice-versa [146]. On observe aussi ces deux formes protéiques de MGB1 dans une étude 

sur l’expression de cette sécrétoglobine dans différentes lignées cellulaires [37]. 

Cependant, il n’y a pas de corrélation entre le niveau d’expression de la forme légère ou 

lourde de la protéine MGB1 et la malignité de la lignée cellulaire [37]. De plus, il n’y a 

pas de preuves que ces deux tailles de la protéine MGB1 sont fonctionnelles et pourraient 

être le produit d’ARN aberrants.  

1.6.2 Les ARN aberrants 

Étant donné que des erreurs peuvent survenir de la transcription à la traduction et 

n’importe où entre ces deux étapes, la cellule a développé des moyens d’identifier, de 

cibler et d’éliminer rapidement ces erreurs [147]. Ces aberrations peuvent survenir au 

niveau du gène, de l’ARNm ou des protéines [147]. Grâce à des mécanismes de 

surveillance de l’ARNm, la cellule fait la distinction entre les transcrits d’ARN appropriés 

pour la traduction et ceux qui ne le sont pas [147]. Des exemples d’ARNm aberrants 

comprennent ceux avec des codons d’arrêt prématurés, des codons rares ou ceux qui n’ont 

pas de queue polyadénylée (poly A) [148], [149]. Des transcrits d’ARN non-arrêt peuvent 

survenir dans les cas où la transcription s’interrompt, lorsque la polyadénylation se produit 

prématurément ou par des mutations ponctuelles qui perturbent le codon d’arrêt [147]. Il 

est également possible que certains transcrits d’ARN soient sujets à une désintégration 

continue afin de maintenir de faibles niveaux d’expression génique dans certaines 
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conditions physiologiques normales [147]. Chacun de ces différents types d’ARNm 

aberrants déclenche une réponse différente de surveillance des transcrits d’ARN [147].  

Un exemple de transcrits d’ARN aberrants sont ceux dépourvus de queue poly A 

et sont dégradés par une voie de désintégration médiée par l’exosome [150]. De plus, les 

transcriptions qui favorisent la traduction d’ARNm ne possédant pas un codon d’arrêt 

normal sont dégradées par la désintégration médiée par l’extension du ribosome [151], 

[152]. 

Une autre forme d’ARN aberrant sont les transcrits munis de codons d’arrêts 

prématurés qui activent la désintégration induite par le non-sens (NSD) [153]. La 

désintégration induite par le non-sens est une voie de surveillance de l’ARNm qui 

reconnaît et cible les ARNm présentant un codon d’arrêt prématuré pour une dégradation 

rapide afin de réduire la traduction de protéines tronquées avec des activités de gain de 

fonction dominantes négatives ou aberrées [154]. Ce phénomène existe dans toute cellule 

eucaryote et la présence de ces ARNm aberrants est commune dans les cas de cancer 

[155]. 

Les ARNm qui contiennent des codons rares ou certaines structures secondaires 

peuvent causer un arrêt et un blocage de la machinerie de traduction qui induit la 

dégradation no-go (NGD) (Figure 8) [156]. Lorsque les ARNm et les protéines 

défectueuses échappent à ces systèmes de contrôle de la qualité, les protéines aberrantes 

sont dégradées par la machinerie protéolytique dans le cytosol [157] ou dans le réticulum 

endoplasmique (RE) par voie de dégradation associée au RE (ERAD) [158]. L’arrêt de la 

traduction pourrait être causé soit par des structures secondaires dans l’ARNm bloquant 

physiquement la machinerie de traduction le long du transcrit d’ARN, ou par une 

répétition de codons rares [159]. Si les protéines aberrantes échappent au contrôle de la 

qualité, elles peuvent mal se replier, former des agrégats insolubles ou des amyloïdes 

[160].  
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Les mécanismes impliqués dans la régulation du NGD comprennent les protéines 

pelota et l’hémoglobine falciforme comme la protéine 1 (HBS1) qui se lient à l’ARNt et 

le ribosome pour arrêter le mécanisme de traduction [161]. Il a été plus récemment 

démontré que le complexe de dégradation NGD est activé par la collision de deux ou 

plusieurs ribosomes sur l’ARNm [161]. L’ARNm clivé est ensuite dégradé par les 

exosomes et 5'-3' Exoribonucléases 1 (XRN1) (Figure 8) [162]. 

Figure 8. Mécanisme du NGD et NSD. (Image tirée et modifiée sans autorisation de 

Karamyshev, A.L, (2018)). Les mécanismes de régulation NGD et NSD des transcrits 

ARN aberrants sont impliqués dans plusieurs maladies incluant le cancer. Les ARNm qui 

contiennent des codons rares ou des structures secondaires peuvent causer un arrêt et un 

blocage de la machinerie de traduction qui induit la dégradation no-go (NGD). Pendant la 

dégradation non-sens (NSD), les ribosomes qui sont bloqués peuvent induire de multiples 

événements de clivage endonucléolytique sur l’ARNm non-arrêt [162].  
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Les ARNm non-arrêt, caractérisés par le manque de codon d’arrêt, pourraient 

provenir de différents mécanismes [163]. Ces ARNm aberrants peuvent être produits par 

une polyadénylation erronée dans le cadre de lecture du transcrit (ORF) entraînant des 

ARNm non-arrêt avec poly A ou par un clivage endonucléolytique dans l’ORF générant 

un ARNm non-arrêt sans poly A [163]. La traduction de la queue poly A mène à la 

formation d’une chaîne poly-lysine à l’extrémité C-terminale du polypeptide synthétisé. 

Cette chaîne d’aa chargée positivement provoque le blocage du polypeptide dans le tunnel 

du ribosome par une interaction avec l’ARN ribosomal chargé négativement [164]. Il a 

été constaté que les ribosomes bloqués peuvent induire de multiples événements de 

clivage endonucléolytique sur l’ARNm non-arrêt couvert par les ribosomes, provoquant 

une dégradation non-sens (NSD) [165]. Cependant, comme pour NGD, l’identité de 

l’endonucléase impliquée dans NSD n’est pas encore connue [162].  

On se rend compte qu’il existe beaucoup plus d’ARN non codant que l’on 

anticipait [166]. Il existe maintenant plusieurs méthodes bio-informatiques pour prédire 

l’épissage alternatif, les sites de polyadénylations ainsi que les codons d’arrêts prématurés 

[167], [168].   

1.7 Mise en contexte et vue d’ensemble 

1.7.1 Résultats préliminaires du rôle de la protéine MGB1 dans le cancer du 

sein 

Les études préliminaires de l’équipe de Gilles Robichaud montrent pour la 

première fois, que la protéine MGB1 est impliquée dans le phénotype malin des cellules 

épithéliales du cancer du sein. En inhibant l’ARNm de MGB1 à l’aide du shARN dans 

une lignée cellulaire cancéreuse mammaire (MDA-MB-231), ils ont pu démontrer par 

qPCR et immunobuvardge que l’activité des cascades moléculaires clés impliquées dans 

la migration et l’invasion cellulaire s’atténuent ainsi que la capacité de prolifération. En 

outre, après l’atténuation de l’expression du gène MGB1, l’activité de la protéine NFκB 

est grandement diminuée. Le rôle de la protéine NFκB est de stabiliser les facteurs de 

transcription SNAI1 et de favoriser l’expression des facteurs de transcription ZEB1, 

TWIST et Slug. En retour, ces facteurs de transcription préviennent l’expression de la 
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protéine de surface E-cadhérine, une protéine impliquée dans l’adhésion cellulaire et qui 

favorise l’expression de Vimentine, une protéine du cytosquelette retrouvée dans les 

cellules mésenchymateuses (Figure 9). Donc, la protéine NFκB est impliquée dans la 

transition épithélio-mésenchymateuse des cellules [169, 170].  

Figure 9. Résumé de la cascade de signalisation moléculaire de migration, l’invasion 

et TEM qu’implique la protéine MGB1 dans le cancer du sein. (Selon les études de 

Picot, N. et al., (2016)) [171]. L’inhibition de l’ARNm de MGB1 avec un shARN diminue 

l’activité des protéines impliquées dans la malignité du cancer du sein. L’inhibition de 

l’ARNm de MGB1 inhibe également la prolifération, la migration et l’invasion via le 

facteur nucléaire de l'activateur du gène du polypeptide léger kappa dans l'inhibiteur des 

lymphocytes B, alpha (IκBα) et MAPK.  

De plus, la cascade moléculaire impliquée dans la prolifération cellulaire, notamment 

celle de MAPK comprenant P38, ERK et JNK, est affectée par l’atténuation de 

l’expression du gène MGB1. L’inhibition de l’expression du gène MGB1  entraine une 

diminution de la phosphorylation de FAK impliquée dans l’invasion et l’inhibition de 

l’adhérence cellulaire. Parallèlement, le phénotype malin est atténué chez les cellules 

déficientes en protéine MGB1. En effet, lorsque les clones stable des cellules cancéreuses 

MDA-MB-231 transfectées avec un shARN contre MGB1 sont soumis à des tests 

d’invasion et de migration, ceux-ci sont beaucoup moins mobiles que les cellules MDA-

MB-231 contrôles (Figure 9). Comme mentionné ci-dessus, il est important d’élucider le 

rôle du gène MGB1 dans le cancer du sein pour comprendre davantage son implication 

Migration/ 

Invasion 

Prolifération 
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dans la maladie et développer de meilleurs traitements plus efficaces présentant moins 

d’effets secondaires. D’autre part, le shARN utilisé pour l’inhibition de l’ARNm de MGB1 

cible seulement une partie de la séquence et cette méthode par inhibition ne discrimine 

pas les transcrits d’ARNm isoformes générés par épissage alternatif de ce gène.  

1.7.2 Problématique 

Les résultats préliminaires suggèrent que les produits du gène MGB1 jouent 

potentiellement un rôle dans la malignité du cancer du sein en modulant la transition 

phénotypique des cellules cancéreuses. Cependant, aucune étude n’a été menée sur la 

caractérisation de différentes variantes de transcrits de MGB1 résultant d’un épissage 

alternatif. Ceux-ci pourraient être impliqués dans le processus inhérent au cancer du sein. 

La découverte de leurs fonctions pourrait aussi aider à comprendre le rôle du gène MGB1 

dans la progression du cancer du sein. Pour aider à comprendre l’implication des produits 

du gène MGB1 dans les processus malins du cancer du sein, il faut déterminer les fonctions 

des isoformes protéiques de MGB1 puisque celles-ci pourraient être différentes des 

fonctions de la protéine pleine longueur. Dans cette étude, nous voulons caractériser les 

rôles fonctionnels ainsi que le ratio d’expression de chaque isoforme transcriptionnelle de 

MGB1 dans le cancer du sein pour mieux comprendre son rôle dans la progression du 

cancer du sein. Ces résultats contradictoires au sujet du rôle du gène MGB1 dans le cancer 

du sein pourraient être expliqués par le ratio des différentes isoformes. 

L’objectif de cette étude est de répondre à cette problématique en évaluant 

l’expression des isoformes transcriptionnelles de MGB1 par 3’ et 5’ RACE dans les 

cellules MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-415, MDA-MB-468, SKBR3, T47D et BT-

549 et les cellules saines MCF10A et MCF12A.  

1.7.3 Hypothèse 

Nous formulons l’hypothèse que les différentes protéines isoformes de MGB1 ont des 

fonctions moléculaires et des rôles différents dans les processus cancéreux mammaires. 
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De plus, nous étudierons l’expression des différents transcrits générés par épissage 

alternatif de l’ARNm de MGB1 pour caractériser le rôle de chaque protéine isoforme de 

MGB1 individuellement. Le but de cette étude est de mieux comprendre comment les 

différentes protéines de MGB1 sont impliquées dans le cancer du sein.  

1.7.4 Objectifs 

Objectif 1 : Valider les résultats de l’inhibition de l’expression de l’ARNm de MGB1 

observés in vitro chez les cellules MDA-MB-231 en utilisant un modèle murin in vivo. 

Le projet est basé sur des résultats antérieurs publiés par Picot N. et al, (2016) [171] 

qui seront validés in vivo en utilisant un modèle murin. Les résultats de Picot N. et al, 

(2016) [171] montrent que l’inhibition de l’ARNm de MGB1 active également la 

prolifération, la migration et l’invasion via le facteur nucléaire de l'activateur du gène du 

polypeptide léger kappa dans l'inhibiteur des lymphocytes B, alpha (IκBα) et MAPK. Des 

cellules MDA-MB-231 stablement transfectées avec un shARN contre l’ARNm de MGB1 

ou un shARN contrôle sont injectées dans les tissus adipeux de souris pendant huit 

semaines. Les tumeurs sont mesurées pendant et à la fin de l’expérience. De plus, les 

souris sont analysées pour la présence de métastases. Cet objectif va valider nos 

connaissances dans un milieu physiologique en utilisant un modèle animal. 

Objectif 2 : Identifier et cloner les ARNm isoformes de MGB1. 

L’identification des différents transcrits de l’ARNm de MGB1 chez une série de 

lignées cellulaires mammaires MCF10A, MCF12A, MDA-MB-231, MDA-MB-415, 

T47D, SKBR3 et MCF7 sera effectuée par PCR 3’ et 5’ RACE et confirmée par 

séquençage de nouvelle génération avec la plateforme MinION. Les transcrits seront 

ensuite clonés et séquencés.  

Objectif 3 : Identifier les protéines qui interagissent avec les isoformes protéiques de 

MGB1. 

Pour mieux comprendre le rôle de la protéine MGB1 dans les cellules, les protéines 

qui interagissent directement avec la protéine de MGB1 peuvent être identifiées. 

L’interaction directe des protéines est normalement observée dans les cascades 
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signalétiques cellulaires. Les cascades signalétiques régulent les fonctions cellulaires. Les 

isoformes protéiques de MGB1 sont donc co-immunoprécipités et les protéines sont 

identifiées par spectrométrie de masse. Les résultats de spectrométrie de masse nous 

guident vers les cascades signalétiques dans lesquelles la protéine MGB1 est impliquée. 

Cet objectif nous aide à connaitre les partenaires intermoléculaires afin de mieux 

comprendre le rôle de la protéine MGB1 dans les fonctions cellulaires. Ces fonctions 

cellulaires peuvent être impliquée dans un phénotype malin du cancer comme la 

prolifération, la migration, et l’invasion. 

Objectif 4 : Réaliser la caractérisation fonctionnelle des isoformes protéiques de 

MGB1 

Pour élucider le rôle de MGB1 et ses isoformes protéiques dans le cancer du sein, la 

surexpression de celles-ci dans les cellules cancéreuses et les cellules normales révèlent 

si elles sont impliquées dans la progression du cancer du sein. Les isoformes identifiées 

par 3’ et 5’ RACE sont sous-clonées dans un vecteur d’expression humain. Nous évaluons 

comment chaque protéine isoforme de MGB1 interagit de façon directe ou indirecte avec 

les protéines qui mènent à la TEM dans les cellules épithéliales cancéreuses mammaires 

transfectées. La TEM est mesurée à l’aide de tests de prolifération, d’invasion et de 

migration. Cet objectif nous permet de comprendre le rôle spécifique à chaque membre 

protéique de la famille MGB1 dans le cancer du sein. 
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CHAPITRE II 



 

2.1 Introduction 

Le gène MGB1 est surexprimé dans la majorité des cancers du sein. Toutefois, son 

rôle dans la maladie est encore controversé [38]. Les études préliminaires de l’équipe de 

Gilles Robichaud publiées en 2015 dans un article de Molecular Carcinogenesis intitulé 

« Mammaglobin 1 promotes breast cancer malignancy and confers sensitivity to 

anticancer drugs » montrent pour la première fois que la MGB1 est impliquée dans le 

phénotype malin du carcinome mammaire chez les cellules épithéliales du cancer du sein 

[38]. En utilisant le shARN TG309625B de la compagnie Open Biosystem qui cible le 

transcrit de MGB1 NM_002411 (Tableau 4), l’équipe Robichaud inhibe l’expression de 

MGB1. Par des tests phénotypiques in vitro, les cellules stables MDA-MB-231 qui 

expriment un shARN contre MGB1 (Tableau 4) ont généré moins d’embranchements des 

sphéroïdes comparativement aux cellules contrôles [38].  

Tableau 4. Séquences des shARNs ciblant les transcrits de MGB1. Les shARNs ciblent 

différentes régions de MGB1 entre les exons 2 et 3. 

Numéro de 

catalogue 
Séquence 

Région 

ciblée 
Exon 

TG309625A AACTCTGAGCAATGTTGAGGTGTTTATGC 274-303 2-3

TG309625B TCAATCCACAAGTGTCTAAGACTGAATAC 156-185 2 

TG309625C GAGTTCATAGACGACAATGCCACTACAAA 200-229 2 

TG309625D TTGGAGAATGTGATTTCCAAGACAATCAA 131-160 2 

Dans la littérature, il existe peu d’études qui élucident la présence de transcription 

alternative du gène MGB1. La présence d’isoformes transcriptionnelles de ce gène 

pourrait expliquer les résultats antérieurs contradictoires tel que l’implication ou non de 

la protéine MGB1 dans le pronostic du cancer du sein. Dans la banque de données NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 8 octobre 2016), il existe plusieurs prédictions de 

transcrits identifiés par séquençage de nouvelle génération ou d’EST qui représentent des 

prédictions de transcrits codants. L’isoforme XP_005274062 est une prédiction d’un 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ARNm par l’étude d’EST qui comprend 120 aa, la rétention de l’intron 2 ainsi que 

l’absence de l’exon 3. L’isoforme AAO60111 a été isolée chez l’humain et est composée 

de 90 aa. Contrairement au transcrit de pleine longueur, celui-ci présente une délétion de 

9 nucléotides après l’exon 2. Cette isoforme comprend aussi le site de la pochette 

hydrophobe nécessaire pour se lier à une molécule stéroïde. Cependant, aucune étude n’a 

élucidé sa fonction à la suite de son identification en 2003 par le groupe de Zhao, L, et al. 

[145].  

À l’aide d’outils bio-informatiques pour déterminer la structure secondaire et 

tertiaire de la protéine, la méthode de prédiction de la topologie des protéines 

membranaires basée sur un modèle de Markov caché (TMHMM, 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0, 5 février 2021) prédit que la 

protéine MGB1 possède une hélice transmembranaire à partir des résidus 3 à 19 et 76 à 

92. Cette forme transmembranaire de MGB1 est observée par un seul groupe de recherche

en 2009 [67]. Les ARNm isoformes de MGB1, possédant toutes un exon 2, sont ciblées 

par les shARN utilisés dans l’étude de l’équipe de Gilles Robichaud [38].  

Les méthodes bio-informatiques sont habituellement confirmées par le biais 

d’études fonctionnelles in vitro et in vivo. Les études in vivo reflètent mieux les conditions 

physiologiques d’un cancer chez l’humain. Dans ce chapitre, les résultats préliminaires de 

par Picot, N. et al., (2016) [171] sont confirmés à l’aide d’un modèle murin. La méthode 

in vivo consiste à l’injection de cellules MDA-MB-231 stablement transfectées avec un 

shARN ciblant l’ARNm de MGB1 dans le tissu adipeux mammaire de souris non obèse 

diabétiques sévèrement immunodéficientes combinées gamma (NOD-SCID-γ) de Jackson 

Laboratory souche 005557. Les NOD-SCID-γ représentent une souche de souris 

immunocomprimées. Ces souris expriment une forme mutée du gène Il2rg (interleukine-

2 récepteur gamma), qui est essentiel pour le développement et la fonction des 

lymphocytes T, B et NK. Cette mutation rend les souris NOD-SCID-γ particulièrement 

sensibles à la greffe de cellules humaines, ce qui en fait un modèle de choix pour les études 

utilisant des xénogreffes de cellules humaines.  

Cependant, l’étude du gène MGB1 en inhibant son ARNm avec le shARN de Open 

Biosystem dans les cellules du cancer MDA-MBA-231 injectées dans un modèle murin 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0
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ne révèle pas la possibilité d’isoformes de ce gène. Ces isoformes pourraient avoir 

différent épissage d’exons leur attribuant des fonctions différentes qui aideraient à 

comprendre davantage le rôle du gène MGB1 dans le cancer du sein. Pour identifier de 

nouveau transcrits d’ARNm de MGB1 qui diffèrent de la forme wt, nous avons opté pour 

la méthode 3’ et 5’ RACE pour confirmer ces transcrits par séquence de nouvelle 

génération MinION. 

2.2 Méthodes 

Études in vivo dans un modèle murin 

Selon les études de Picot, N. et al., (2016) [171] l’inhibition de l’ARNm de MGB1 

avec un shARN diminue l’activité des protéines impliquées dans la malignité du cancer 

du sein. L’inhibition de l’ARNm de MGB1 inhibe également la prolifération, la migration 

et l’invasion via le facteur nucléaire de l'activateur du gène du polypeptide léger kappa 

dans l'inhibiteur des lymphocytes B, alpha (IκBα) et MAPK. La méthodologie utilisée lors 

de ces essais est composée des étapes suivantes. Dans un premier temps, 15 souris NOD-

SCID-γ (NSG) âgées de 6 semaines sont utilisées pour la formation de greffes tumorales 

dans le Matrigel et des cellules du cancer du sein dans les tissus adipeux. Ces cellules 

cancéreuses du sein MDA-MB-231, les cellules contrôles avec un shARN ne ciblant 

aucun gène humain et les cellules stablement transfectées avec shARN ciblant l’ARNm 

de MGB1 sont injectées séparément dans le tissu adipeux de la région inguinale sous la 

glande mammaire 4 située sur le côté droit externe de chaque souris (Error! Reference 

source not found.). Le jour de l’injection, les souris sont pesées et leur taille est mesurée 

en cm. Les cellules utilisées pour l’injection sont lavées à l’aide d’une solution saline 

tamponnée au phosphate (PBS) et détachées à l’aide de hyQtase. Elles sont comptées, leur 

viabilité est déterminée par essai de prolifération cellulaire puis elles sont ensuite incubées 

sur glace jusqu’à l’injection. La viabilité des cellules doit être de plus de 95 % pour 

poursuivre avec l’injection. 1.5 x 106 cellules sont diluées 1 :1 dans MEM (milieu essentiel 

minimum) et Matrigel haute concentration (HC) dans un total de 100 µL sont injectées 

avec une seringue de calibre 27 jauges sous les tissus adipeux mammaires 4 des souris 
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anesthésiées par isoflurane (Figure 10). Pour chaque condition cellulaire, les 7 premières 

souris sont injectées avec les cellules tandis qu’un mélange de PBS et Matrigel est injecté 

dans les 3 souris suivantes. L’injection est lente et la seringue est laissée 1 min (minute) 

post-injection pour éviter la diffusion des cellules qui peuvent affecter la taille des 

tumeurs. À la suite de l’injection, les souris sont identifiées par ponction de leurs oreilles 

et remises dans une cage stérile. Les souris sont mesurées et pesées tous les 3 jours pendant 

60 jours. Le jour du sacrifice, les souris sont anesthésiées par inhalation d’isoflurane et le 

sang est recueilli par ponction cardiaque. Un à deux millilitres (mL) de sang sont transférés 

dans du TRIzol pour en extraire l’ARNm. Les souris sont sacrifiées par dislocation 

vertébrale. La tumeur primaire est ensuite recueillie ainsi que les organes vitaux, les 

poumons, la rate et le foie, pour observer la présence de métastases. Les organes sont fixés 

pendant 24 h dans l’équivalent de 20 fois le volume du tissu en paraformaldéhyde 10 % à 

la suite de la dissection. Les tissus sont déshydratés par plusieurs lavages de 1 h à 10 fois 

le volume de tissu avec de l’éthanol concentré à 30 %, 50 %, 70 %, 80 % et 95 %, puis 3 

lavages de 1 h à l’éthanol 100 %. L’éthanol est ensuite substitué par 3 lavages de 1 h au 

xylène 100%. Une fois déshydraté, un enrobage de paraffine permet de préserver les 

organes. Les coupes de tissus sont faites à l’aide d’un microtome à 0.7 µm (micromètre) 

d’épaisseur. Les lames peuvent être colorées par hématoxyline et éosine ou soumises à 

des essais d’immunohistochimie à l’aide d’anticorps ciblant la protéine MGB1.  
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Figure 10. Anatomie des glandes mammaires murines. (Image tirée et modifiée sans 

autorisation de H. Shi, (2018)) [172]. L’injection des cellules MDA-MB-231 diluées 1 :1 

dans MEM (milieu essentiel minimum) et Matrigel haute concentration (HC) est réalisée 

dans la glande mammaire murine pour les études in vivo de la fonction du gène MGB1 

dans le cancer du sein. Les cellules sont injectées dans le tissu adipeux près du 4e mamelon 

inguinal des souris NSG pour former des greffons. 

Culture cellulaire 

Puisque les études de Picot, N. et al., (2016) [171] n’utilisent qu’une lignée 

cellulaire pour étudier le rôle de MGB1, nous avons tenté de découvrir des isoformes 

transcriptionnelles d’ARNm de MGB1 par l’analyse du transcriptome de plusieurs lignées 

cellulaires du cancer du sein. Les lignées cellulaires à l’étude sont les MCF7 (carcinome 

canalaire), T47D (carcinome canalaire), MCF12A (épithéliale mammaire), MCF10A 

(épithéliale mammaire), MDA-MB-231 (carcinome canalaire), MDA-MB-415 

(carcinome lobulaire), MDA-MB-468 (carcinome lobulaire), BT-549 (carcinome 

canalaire), et SKBR3 (carcinome lobulaire). Les cellules contrôles sont les cellules 

embryonnaires humaines du rein (HEK 293), les cellules B (NALM 6), et des lymphocytes 

T (Jurkat). Toutes les lignées cellulaires sont maintenues en culture dans un incubateur à 

37°C (Celsius) avec 5 % de CO2 (dioxyde de carbone). La croissance des lignées 

cellulaires mammaires MCF7 et BT-549 est assurée dans le milieu DMEM (Dubelco 

milieu essentiel minimum) à bas glucose supplémenté avec du FBS (sérum de veau fœtal) 
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(10 %), de la L-Glutamine (2 mM (millimolaire)) et de la primocine (100 μg/mL 

(microgramme/millilitre)). La culture des MDA-MB-231 et MDA-MB-468 est réalisée à 

l’aide du milieu DMEM à haut glucose supplémenté avec du FBS (10 %), du L-Glutamine 

(2 mM) et de la primocine (100 μg/mL). La culture des MCF10A est effectuée à l’aide du 

milieu DME/F12 avec du FBS (5 %), du L-Glutamine (2 mM), du EGF (100 mg/mL), de 

l’hydrocortisone (1 mg/mL), de la toxine choléra (1 mg/mL), de l’insuline (10 mg/mL) et 

de la primocine (100 μg/mL). La culture des MDA-MB-415 est effectuée avec du milieu 

DME/F12 avec du FBS (10 %), du L-Glutamine (2 mM) et de la primocine (100 μg/mL). 

Les cellules T47D sont cultivées dans le milieu Institut commémoratif du parc Roswell 

(RPMI) à l’aide du FBS (15 %), du L-Glutamine (2 mM) et de la primocine (100 μg/mL). 

La lignée cellulaire SKBR3 est cultivée dans le milieu McCoy avec du FBS (10 %), du L-

Glutamine (2 mM) et de la primocine (100 μg/mL). Les cellules HEK 293 sont cultivées 

dans le même milieu cellulaire que les MDA-MB-231 et MDA-MB-468. Les cellules 

NALM 6 et Jurkat sont cultivées dans le milieu RPMI avec FBS (10 %), du L-Glutamine 

(2 mM) et de la primocine (100 μg/mL). La primocine est une solution d’antibiotiques 

utilisée pour prévenir la contamination aux mycoplasmes. 

Extraction d’ARNm 

Pour l’analyse du transcriptome de plusieurs lignées cellulaires du cancer du sein, 

l’ARNm des différentes lignées cellulaires à l’étude est extrait pour découvrir les 

différentes isoformes de MGB1. Par méthode d’amplification rapide des extrémités de 

l'ADN complémentaire 3’ et 5’ (RACE), les différentes extrémités du transcrit MGB1 sont 

amplifiées par PCR. Pour réaliser l’extraction d’ARN, les cellules en suspension sont 

centrifugées à 500 x g (gravité) pendant 5 min. Les cellules adhérentes et en suspensions 

sont premièrement lavées avec du PBS sans sel. 1 mL de TRIzol est mis en contact avec 

environ 700 000 cellules puis transféré dans un microtube de 1.5 mL. Les tubes peuvent 

alors être congelés à -80 °C ou l’extraction peut se poursuivre après 5 min d’incubation à 

température ambiante. 300 μL (microlitre) de chloroforme sont ajoutés par tube puis agités 

vigoureusement pendant environ 15 secondes (s). La solution est ensuite incubée à la 

température ambiante pendant 5 min. Les extraits sont ensuite centrifugés à 12 000 x g 
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pendant 15 min à 4°C. La phase aqueuse est alors récupérée dans un nouveau tube de 

1.5 mL sans perturber l’interphase créée. 500 μL d’isopropanol sont ensuite ajoutés aux 

tubes, incubés pendant 5 min à température ambiante et centrifugés à 15 000 x g pendant 

10 min à 4°C. Après avoir prélevé l’isopropanol, les culots sont lavés avec 1 mL d’éthanol 

à 70 % à partir d’eau ultrapure (eau distillée sans ADNase/ARNase) et centrifugés à 7 500 

x g pendant 5 min à 4°C. On prélève ensuite le surnageant et on laisse le résidu d’éthanol 

s’évaporer. Le culot est ensuite suspendu dans 35 à 50 μL d’eau ultrapure. L’ARN extrait 

est mis sur glace et dosé avec le Nanodrop 2000. Un bon rendement d’ARN se trouve 

entre 500 à 15 000 ng/μL avec un ratio d’absorbance à 260/280 nm entre 1.8 à 2. À la 

suite de l’extraction, l’ARN peut être conservé à –80 °C jusqu’à l’étape suivante : la 

synthèse d’ADNc [173].  

Digestion de l’ADN génomique 

Pour s’assurer qu’on n’amplifie pas de l’ADN génomique ou plasmidique, une 

dégradation de l’ADN est réalisée avant la rétrotranscription. La trousse TURBO DNA-

free™ de ThermoFisher Scientific comprend des ADNases qui dégradent l’ADN tout en 

conservant l’intégrité de l’ARN. Le protocole débute par l’ajout de 0.1 volume de 10X 

TURBO ADNase Buffer et 1 μl de TURBO ADNase à l’ARN. Le microtube est ensuite 

agité délicatement, puis incubé à 37°C pendant 25 min. Le réactif d’inactivation de 

ADNase est ensuite ajouté à une concentration de 0.1 volume. La solution est alors 

incubée pendant 5 min à température ambiante et agitée occasionnellement (environ 2 à 3 

fois). Pour précipiter les inhibiteurs de l’ADNase, il faut centrifuger pendant 1.5 min à 

1000 x g. On récupère alors le surnageant qui est composé de l’ARN dépourvu d’ADN 

génomique ou plasmidique. L’ARN est alors redosé, comme mentionné ci-dessus, pour 

s’assurer de son intégrité [174].   

Rétrotranscription de l’ARNm 

La synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) nécessite de 3 à 5 μg d’ARN par 

réaction RT PCR pour un volume final de 10 μL. ADNc générée pour quantifier l’ARNm 
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par qPCR requiert 1 μL d’amorce Oligo dT (deoxy-thymidine) avec une queue de 24 

nucléotides (SuperScript™III RT Module). L’ADNc générée pour la découverte 

d’isoformes d’ARNm nécessite une étiquette GeneRacer de ThermoFisher Scientific (5’-

GTTACGTAGCGTATCGTTGACAGC-3’) à la suite de l’amorce d’Oligo dT. 1 μL de 

dNTP (désoxynucléoside triphosphate) et 1 μL d’eau stérile sont ajoutés à chaque réaction 

RT PCR. Le mélange est ensuite à 65 °C pendant 5 min pour linéariser les structures 

secondaires possibles de l’ARNm. Pendant l’incubation, une solution mère pour RT PCR 

est préparée contenant le tampon, l’enzyme de transcription inverse, des inhibiteurs 

d’ARNases et un agent réducteur pour dissoudre les ponts disulfures de l’ADN. Cette 

solution contient 4 μL de Tampon 5X pour premier brin d’ADNc, 1 μL de dithiothréitol 

(DTT), 1 μL de RNase Out™ (40 U/μL), 1 μL de SuperScript™ III RT (200 U/ μL). À la 

suite de l’incubation à 65 °C pendant 5 min, la réaction RT PCR est refroidie sur glace 

pendant 1 min puis 7 μL de la solution mère pour RT PCR est ajouté. Les tubes sont 

ensuite incubés pour effectuer la rétrotranscription à 55 °C pendant 60 min, suivi d’une 

inactivation de la SuperScript III par une incubation à 72 °C pendant 15 min. Une 

troisième incubation à 37 °C pendant 20 min avec 1 μL d’ARNase H permet de dégrader 

l’ARN. L’ADNc nouvellement synthétisé peut être conservé à -20 °C ou utilisé pour une 

PCR ou qPCR consécutivement [175]. 

PCR 3’ RACE 

Des amorces spécifiques au gène MGB1 sont créées pour la découverte des 

différents ARNm isoformes de MGB1. Puisque les isoformes transcriptionnelles 

présentent toutes une extrémité 3’ différente, nous avons décidé d’utiliser le protocole 

GeneRacer de ThermoFisher Scientific. Le protocole GeneRacer permet d’identifier le 

début et la fin de l’ARNm par l’ajout d’une étiquette (5’-

GTTACGTAGCGTATCGTTGACAGC-3’) après la queue poly A l’ADNc. Pour ce 

protocole, il est nécessaire de générer des amorces sens spécifiques au gène présentant un 

Tm correspondant à l’amorce spécifique de l’étiquette. Deux amorces sens spécifiques à 

l’ARNm de MGB1 sont créées et se lient à la région 5’ UTR. Une troisième amorce sens 
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plus interne est générée pour effectuer une PCR nichée à l’aide des amorces antisens 

internes complémentaires à l’étiquette du protocole GeneRacer (Tableau 5).  

Tableau 5. Séquences des amorces spécifiques de la MGB1 et GeneRacer 3’ et 5’ pour 

le PCR GeneRacer. Les amorces sont utilisées pour découvrir les isoformes 

transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1. Les amorces GeneRacer sont spécifiques à 

l’étiquette. Les amorces d’UTRs ciblent la région non codante de l’ARNm de MGB1 en 

5’. Les amorces spécifiques au gène (GSP) sont spécifiques au gène MGB1, elles sont AS 

(antisens) et se lient dans la région codante ou dans la région 3’ Région non traduite (UTR) 

du transcrit MGB1. 

Nom Séquence 
Région de l’ARNm 

de MGB1 (pb) 

1 Amorce 

GeneRacer 3’ 

5′-GCTGTCAACGATACGCT 

ACGTAACG-3’ 

Étiquette 

GeneRacer 3’ 

2 Amorce 

GeneRacer 3’ 

Niché 

5′-CGCTACGTAACGGCATGA 

CAGTG-3′ 

Étiquette 

GeneRacer 3’ 

3 GeneRacer™ 5′ 

Primer 

5’-CGACTGGAGCACGAGGACAC 

TGA-3’ 

Étiquette 

GeneRacer 5’ 

4 GeneRacer™ 5′ 

Niché 

5′-GGACACTGACATGGACT 

GAAGGAGTA-3′ 

Étiquette 

GeneRacer 5’ 

5 5’ UTR MGB1 1 5’-CGGCTTCCTTGATCCTTGC 

CAC-3’ 

6-28

6 5’ UTR MGB1 2 5’-TTCCTTGATCCTTGCCACCC 

GC-3’ 

10-31

7 5’ UTR MGB1 

Niché  

5’-GCGACTGAACACCGACAG 

CAG-3′ 

30-50

8 GSP 5’ MGB1 AS 

220bp 

5’-GGCATTTGTAGTGGCATT 

GTCGTCTATGAA-3’ 

233-203

9 GSP 5’ MGB1 AS 

105bp 

5’-CAGCATGAGGACCATCAG 

CAACTT-3’ 

82-66
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10 GSP 5’ MGB1 

3’UTR 340bp 

5’-CTGTGAGCCAAAGGTCTTGC 

AGAA-3’ 

367-343

11 GSP 5’ MGB1 

3’UTR 380 bp 

5’ -GCAATCCGTAGTTGGTTTCT 

CACCATACC-3’ 

404-375

PCR 

L’ADNc est amplifié pour le clonage d’un gène dans un vecteur d’expression ou 

pour la découverte d’isoformes de l’ARNm. L’enzyme utilisée pour la réaction PCR est 

la Ready Mix Taq polymérase de ThermoFisher Scientific. Cette polymérase n’est pas la 

plus fidèle et peut commettre des erreurs lors de l’amplification de gros fragments. 

Toutefois, les transcrits de l’ARNm de MGB1 ne dépassent pas 1.3 kb. Le protocole 

consiste à ajouter 25 µL réactifs Ready Mix de ThermoFisher Scientific, 1.25 μL 

d’amorce sens et antisens 10 μM (micromolaire) et 2 μL d’ADNc dans un tube PCR. Les 

tubes sont ensuite incubés selon la technique « Touch Down » énumérée au Tableau 6. 

Étant donné la longueur inconnue de la queue poly A et la taille de la région non codante 

3’, l’ARNm wt de MGB1 devraient être d’une taille d’environ 500 pb. Après cette réaction 

PCR, il est possible de réaliser une amplification plus interne à l’aide des amorces nichées 

et favoriser la spécificité des amplicons. On utilise les mêmes procédures qu’une PCR 

standard mentionnée ci-dessus avec quelques exceptions. D’abord, de 1 à 2 μL de la 

réaction PCR sont utilisés au lieu de l’ADNc et on utilise plutôt des amorces internes aussi 

énumérées au Tableau 5. La réaction PCR se fait aux températures présentées dans les 

Tableau 76 et 7.  
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Tableau 6. Condition PCR GeneRace 3’. Ces températures PCR sont utilisées pour 

amplifier les isoformes transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1. 

Température Temps Cycles 

94 °C 2 min 1 

94 °C 30 s 

5 72 °C 1.5 min 

94 °C 30 s 

5 70 °C 1.5 min 

94 °C 30 s 

25 
68 °C 30 s 

72 °C 1.5 min 

72 °C 10 min 1 

Tableau 7. Condition PCR nichée. Ces températures PCR sont utilisées pour amplifier 

les isoformes transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1. 

Température Temps Cycles 

94 °C 2 min 1 

94 °C 30 s 

25 65 °C 30 s 

68 °C 2 min 

68 °C 10 min 1 

Gel électrophorèse agarose  

Pour visualiser les amplicons après une réaction PCR standard ou une PCR 

GeneRacer 3’ niché, 10 à 30 μL de fragments de réaction PCR sont migrés sur un gel 

électrophorèse. Ce gel est composé de 2 % d’agarose dissous dans un tampon tris acétate 

acide éthylène diamine tétra-acétique (TAE) et on y ajoute 0.001 volume d’EZ Vision®, 

un marqueur fluorescent de l’ADN visible aux rayons ultraviolets (UV). Le tampon TAE 

comprend 40 mM de la base Tris comme tampon, de l’acide acétique pour équilibrer le 

pH et 1 mM d’acide éthylènediaminetétraactique (EDTA), un chélateur d’ion. Ce même 
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tampon sert de contact entre l’anode vers la cathode pour faire passer un courant 

électrique. L’ADN (négative) migre de l’anode vers la cathode à 100 volts (V) pendant 1 

à 2 h. L’échelle utilisée pour déterminer la taille des fragments d’ADN est le « 100 bp 

ladder » de ThermoFisher Scientific. Les fragments d’ADN séparés sont visualisés à l’aide 

du Versadoc™ en employant la fonction de la lumière UV.  

Purification des fragments d’ADN sur gel 

Les bandes d’intérêts observées sur le gel sont ensuite excisées à l’aide d’un 

scalpel propre et déposées dans un microtube de 1.5 mL. L’ADN est extrait du gel à l’aide 

du kit QIAquick® Gel Extraction de Qiagen. Les morceaux de gel sont pesés et 6 volumes 

de tampon QG (gel agarose 2 %) sont ajoutés et incubés à 50 °C pendant 10 min avec 

agitation. Un volume d’isopropanol est ensuite ajouté, mélangé et déposé sur colonne 

QIAquick spin 2 mL. L’ADN est fixé sur la membrane des colonnes par une 

centrifugation à 5000 x g. 500 μL de tampon QG sont ajoutés à la colonne et recentrifugés 

à la même vitesse. La colonne est ensuite lavée avec 750 μL de tampon PE et incubée 

pendant 2 à 5 min. Le tampon PE est recueilli par une première centrifugation à 5000 x g 

pendant 1 min et 1 s à 17 900 x g pendant 1 min. Pour éluer l’ADN, 30 μL d’eau ultrapure 

sont ajoutés sur le filtre de la colonne et incubés pendant 1 min. L’ADN est récupéré par 

une centrifugation à 17 900 x g pendant 1 min [145]. 

Ligation et clonage des plasmides TOPO-TA codant pour le gène MGB1 

Pour pouvoir amplifier, séquencer et faciliter le reclonage dans un vecteur 

d’expression des isoformes transcriptionnelles de l’ADNc de MGB1 généré par RT PCR 

et PCR GeneRacer 3’, nous avons ligué l’ADNc dans un plasmide. Le kit utilisé est le 

TOPO-TA® de Promega. Le protocole comprend un plasmide TOPO-TA® dont le site 

de clonage d’acides nucléiques Thymine saillante qui permet la ligation avec les acides 

nucléiques A protubérant générés par la polymérase Ready Mix de ThermoFisher 

Scientific pendant la réaction PCR. De plus, le site de clonage est au centre du gène de la 

Bêta-galactosidase bactérienne (Lac-Z) permettant de différencier les bactéries qui ont 
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incorporé un plasmide vide ou avec le gène d’intérêt. En effet, les bactéries transformées 

avec un plasmide comprenant une insertion ne pourront pas métaboliser le Xgal et leur 

donner une couleur bleue. Ce vecteur comprend aussi le gène de résistance à l’ampicilline 

pour la sélection. Le protocole consiste à déposer de 0.5 à 4 μL de produit PCR 

fraîchement extraite du gel, 5 μL de tampon de ligation, 1 μL de plasmide TOPO-TA, 1 

μL de T4 ligase et compléter pour un volume final de 10 μL avec de l’eau ultrapure. Le 

tout est incubé pendant 24 h à 4 °C. Les plasmides ligués sont ensuite amplifiés dans des 

bactéries. 

Transformation bactérienne et génération de plasmide 

Après que le plasmide a été ligué avec l’insertion d’ADNc amplifié par PCR et 

purifiée sur gel d’agarose, il faut l’insérer dans les bactéries par une transformation par 

choc thermique. Les bactéries utilisées sont E. Coli TOP 10, des bactéries compétentes 

par chlorure de calcium. Pour ce faire, 2 μL de réactif de clonage TOPO-TA sont ajoutés 

à un aliquot de 50 μL d’E. Coli TOP 10 et incubés pendant 5 min sur glace. Ensuite, les 

bactéries sont soumises à un choc thermique à 42 °C pendant 30 s et immédiatement 

transférées sur glace où l’on ajoute 250 μL de milieu « Super Optimal Broth with 

catabolite repression » (S.O.C) à une température ambiante. Les bactéries transformées 

sont alors incubées avec agitation pendant 1 h à 37 °C pour stimuler leur croissance. Des 

plaques de pétries LB d’agar contenant de 50 à 100 μg d’ampicilline sont préalablement 

préparées avec 40 μL de Xgal d’une concentration de 40 μg/mL, les bactéries sont 

déposées sur les géloses et incubés pendant 0.5 à 1 h à 37 °C. De 40 à 100 μL de bactéries 

compétentes amplifiées sont alors ensemencées sur ces géloses et incubées pendant 24 h 

à 37 °C. Les colonies blanches sont choisies pour amplification des bactéries dans 5 mL 

de culture LB avec agent de sélection pour ensuite en extraire les plasmides. Il est possible 

à ce moment de créer des plaques de références et de vérifier l’insertion des plasmides par 

PCR en utilisant des amorces spécifiques pour l’insertion recherchée. On peut aussi 

vérifier la présence d’une insertion en utilisant des enzymes de restrictions pour linéariser 

le plasmide ou exciser l’insertion. Il faut noter qu’un site de restriction peut se trouver 

dans la séquence d’une insertion inconnue [173]. 
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Amplification de l’ADN 

Pour amplifier le nombre de copies d’un vecteur, il faut tout d’abord faire croître 

les bactéries transformées dans 5 mL de milieu LB avec l’agent de sélection pendant 12 à 

17 h à 37 °C. Le kit utilisé pour extraire le vecteur amplifié par 5 mL de bactéries est le 

QIAprep MINIprep® de Qiagen. Après 12 à 17 h à 37 °C de croissance bactérienne, 1 mL 

de bactéries dans le milieu LB peut être conservé à -80 °C dans un tube cryogénique avec 

30 % de glycérol. Cet aliquot peut être utilisé ultérieurement pour ensemencer une 

nouvelle culture LB avec antibiotique et répéter une nouvelle extraction d’ADN. Le reste 

des bactéries dans le milieu LB est centrifugé à 6 800 x g pour précipiter les bactéries. Le 

surnageant est décanté et les plasmides sont extraits par lyse des bactéries. Les bactéries 

sont remises en suspension avec 250 μL de tampon P1 avec ARNase A et lysées à l’aide 

de 250 μL de tampon basique P2 fourni dans le kit QIAprep MINIprep® de Qiagen. Le 

lysat bactérien est neutralisé à l’aide de 250 μL de tampon acide N3. Les plasmides sont 

capturés du surnageant dans la membrane des colonnes de centrifugation QIAprep 2.0 

centrifugées à 6 800 x g. Les plasmides sont lavés à l’aide de 500 μL de tampon PB et 700 

μL de tampon PE. Les colonnes sont centrifugées pendant 30 s à 6 800 x g entre chaque 

lavage, la membrane des colonnes est séchée par centrifugation pendant 1 min à 6 800 x 

g à la suite des lavages. L’ADN plasmidique est précipité de la membrane de la colonne 

de centrifugation QIAprep 2.0 par l’ajout d’eau ultrapure suivi d’une centrifugation de 1 

min à 6 800 x g [174]. L’ADN plasmidique est quantifié par Nanodrop 2000 à une 

absorbance de 260/280 nm. 

Séquençage Sanger 

Les plasmides ont été envoyés à TCAG à Toronto (http://www.tcag.ca/, 8 avril 

2015) pour être séquencés par méthode Sanger. Ces plasmides devaient être à une 

concentration de 200 à 300 ng/7 μL. Une fois séquencés, les résultats ont été analysés par 

bio-informatique. Le logiciel utilisé est BioEdit 

http://www.tcag.ca/
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(https://bioedit.software.informer.com/7.2/, 2 janvier 2023). Les séquences sont alignées 

sur la séquence de référence de MGB1 trouvée sur NCBI (NM_002411.3).  

Séquençage de nouvelle génération plateforme MinION 

Pour confirmer la découverte des isoformes d’ARNm de MGB1 par 3’ et 5’ RACE 

nous avons séquencé l’ARNm des cellules MCF7 (carcinome canalaire), T47D 

(carcinome canalaire), MCF12A (épithéliale mammaire), MCF10A (épithéliale 

mammaire), MDA-MB-231 (carcinome canalaire), MDA-MB-415 (carcinome lobulaire), 

MDA-MB-468 (carcinome lobulaire), BT-549 (carcinome canalaire), et SKBR3 

(carcinome lobulaire) par séquençage MinION de Nanopore cDNA-PCR Sequencing 

(SQK-PCS109) (ONT, Oxford, UK). Cette plateforme de séquençage permet de 

séquencer de longs transcrits de 500 pb. La qualité du séquençage n’est pas précise, mais 

il est possible d’identifier le début et la fin d’un transcrit d’ARNm de moins de 500 pb 

semblables à la taille des isoformes d’ARNm de MGB1 découverts par 3’ et 5’ RACE.  

Construction de la librairie MinION 

Pour la construction de la libraire de la technologie Oxford, l’ARNm de toutes les 

lignées cellulaires du cancer du sein utilisé pour l’identification des isoformes 

transcriptionnelles est mélangé ensemble. Le premier brin est rétrotranscrit à l’aide d’un 

Oligo dT avec une séquence étiquette code-barre de technologie Oxford. La polymérase 

utilisée permet d’ajouter quelques nucléotides supplémentaires (principalement des 

désoxycytidines) à l’extrémité 3' du brin d’ADNc nouvellement synthétisé. Ces bases 

fonctionnent comme un site d’ancrage Oligo TS avec un second code-barre. Une fois 

l’ADNc synthétisé, une PCR utilisant les amorces complémentaires aux codes-barres 

permet d’amplifier les transcrits et d’ajouter une séquence adaptatrice. Pour notre étude, 

nous avons utilisé une méthode de séquençage ciblé. Nous n’avons pas utilisé l’Oligo TS, 

mais plutôt une amorce ciblant le premier exon du gène MGB1 avec l’adaptateur de 

séquençage en 3’. Ceci permet d’amplifier et séquencer les isoformes transcriptionnelles 

de MGB1 uniquement. Ces séquences adaptatrices sont utilisées pour calibrer le MinION 

https://bioedit.software.informer.com/7.2/
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et amorcer le séquençage. Cette plateforme ne requiert pas l’hybridation des transcrits 

d’ADNc sur une matrice. Au lieu, des nanopores se retrouvent sur une cassette qui ne 

laisse passer qu’un fragment d’ADNc à la fois pendant le séquençage. 

Création de la librairie pour séquençage de nouvelle génération 

La création de la librairie requiert environ 1 ng (nanogramme) d’ARN queue Poly A. 1 

µL d’amorce une concentration de 2 µM est ajouté avec 10 mM de dNTPs. De l’eau 

nanopure est ajoutée pour un volume final de 11 µL. L’hybridation des amorces Oligo 

dT est faite à 65 °C pendant 5 min et incubée sur glace avant d’ajouter les réactifs pour 

la réaction de rétrotranscription. Un mélange de 4 µL de 5X Tampon RT, 1 µL de RNase 

Out™, 1 µL d’eau, 1 µL de polymérase A est ajouté et incubé à 42 °C pendant 90 min. 

La réaction est inactivée à 85 °C pendant 5 min. La sélection des transcrits par PCR est 

faite à partir de 5 µL de la réaction de rétrotranscription. 25 µL de 2x LongAmp TAQ 

Master Mix de New England Biolabs sont ajoutés à 1.5 µL d’amorces (Error! 

Reference source not found.Tableau 6) d’une concentration de 10 µM et 18.5 µL 

d’eau nanopure pour un volume final de 50 µL et en utilisant des conditions PCR 

(Error! Reference source not found.) adaptées aux amorces ( 
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Tableau 6). 

Tableau 8. Séquences code-barre pour séquençage MinION. La séquence soulignée 

représente l’étiquette pour la construction de la libraire. Le reste de la séquence est 

spécifique au gène MGB1. 

Nom Séquence 

MinION 

Sens 

5’-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCGCGACTGAACACCGACAGCAG-3’ 

MinION 

Antisens 

5’-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCGCTACGTAACGGCATGACAGTG-

3’ 
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Tableau 9. Condition PCR pour création de la librairie MinION. Conditions PCR 

adaptées aux amorces. 

Étape Température Temps Nombre de cycles 

Dénaturation initiale 95 °C 30 s 1 

Dénaturation 95 °C 15 s 14 cycles 

Hybridation 62 °C 15 s 14 cycles 

Extension 65 °C 50 s 14 cycles 

Extension finale 65 °C 6 min 1 

Incubation 4 °C Indéfinie 

Pour purifier les séquences de pleines longueurs, 1 µL d’exonucléase est ajouté 

pour dégrader les ADN simples brins. Cette enzyme est activée à 37 °C pendant 15 min 

et désactivée à 80 °C pendant 15 min. L’ADNc est récupérée et 160 µL de billes AMPure 

XP de Beckman CoulterTM vortexées sont ajoutées pour capturer l’ADN par une 

incubation sur un rotateur pendant 5 min à température ambiante. Les billes magnétiques 

AMPure XP sont précipitées à l’aide d’un aimant. L’ADNc est lavé deux fois à l’aide de 

200 µL d’éthanol 70 % fraîchement dilués avec de l’eau nanopure. Les billes sont séchées 

pendant 30 min et 12 µL de tampon d’élution sont ajoutés et incubés pendant 10 min. Les 

billes sont à nouveau précipitées et le surnageant contenant l’ADNc est récupéré. 1 µL 

d’ADNc est analysé par Nanodrop pour déterminer la concentration et 1 µL est analysé 

sur gel d’agarose. Une bande devrait apparaître sur le gel électrophorèse d’agarose 1% et 

aucun gros fragment dans le puits. 100 fmol sont nécessaires pour l’addition des 

adaptateurs. Le volume d’ADNc de librairie nécessaire est dilué avec le tampon d’élution 

pour un volume final de 12 µL. 1 µL d’adaptateur rapide est ajouté à la librairie et le 

mélange est incubé à température ambiante pendant 5 min.  

Chargement de l’appareil de séquençage 

Avant le séquençage, la cellule de séquençage SpotON doit être apprêtée. 30 µL 

de Flush Tether (FLT) sont mélangés à un aliquot de 800 µL de tampon de lavage (Flush 
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Buffer). 800 µL sont pipettés dans la chambre d’apprêtage. Pendant l’incubation de 5 min, 

la librairie est préparée en ajoutant 37.5 µL de tampon SQB et 25.5 µL de billes de 

chargement à 12 µL d’ADN. 75 µL de la librairie sont ajoutés dans la chambre 

d’échantillon goutte par goutte. Le logiciel nécessaire pour contrôler le séquenceur 

MinION est le MinKNOW. 

Analyse bio-informatique des résultats de séquençage de nouvelle génération 

Pour chaque échantillon analysé, un fichier fastq a été créé par le séquenceur. Ce 

fichier contient près de 80 millions de séquences analysées. Afin d’analyser ces fichiers 

fastq, nous avons éliminé, à l’aide des outils bio-informatiques, les séquences 

correspondantes aux adaptateurs que nous avons ajoutés pendant la préparation de la 

librairie. Un score de qualité de 20 (Q20) représente un taux d'erreur de 1 sur 100 ce qui 

signifie que chaque lecture de séquençage de 100 pb ne peut contenir qu’une erreur, avec 

une précision correspondante de 99 %. Nous avons éliminé toute séquence présentant une 

qualité inférieure à Q20 avant l’alignement de ces séquences sur le génome de référence 

humaine hg19 en utilisant successivement les logiciels Tophat T2 

(https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml, 12 juin 2016) et Bowtie 2 

(https://www.metagenomics.wiki/tools/bowtie2/install, 12 juin 2016). Les séquences 

alignées obtenues dans un fichier bam ont ensuite été importées dans le logiciel Strand 

NGS afin d’annoter et de quantifier chaque transcrit séquencé dans nos échantillons. Une 

normalisation a été réalisée sur l’ensemble des données obtenues en utilisant diverses 

méthodes telles que l’Analyse d'expression différentielle pour les données de comptage 

de séquences (DESeq), Quantile et la Moyenne tronquée des valeurs M (TMM). Une 

analyse tertiaire a été faite sur ces données en effectuant des tests t et en déterminant les 

transcrits de l’ARNm de MGB1 épissé différemment. En ce qui concerne les différents 

transcrits du gène MGB1, nous avons spécifiquement créé des séquences de références 

présentant une combinaison des différents exons de ce gène afin de réaliser l’alignement 

des données obtenues par séquençage.  

https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml
https://www.metagenomics.wiki/tools/bowtie2/install
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2.3 Résultats 

Au cours de l’étude in vivo, la mesure des greffons et de l’état physiologique des 

souris à l’étude montre qu’elles ont pris du poids et ne présentent aucun signe de 

détérioration de leur santé à l’exception d’une souris sur 19. Cette souris faisait partie de 

la cohorte injectée avec les cellules MDA-MB-231. Tous les greffons ont développé une 

tumeur sauf pour une souris de la cohorte injectée avec les cellules stablement transfectées 

avec un shARN ciblant l’ARNm de MGB1. Le contrôle Matrigel, représenté par un non-

traité (NT), est une injection de Matrigel sans cellules (Figure 11). Cette condition a été 

répétée avec 4 différentes souris. La condition MDA-MB-231 comprend les cellules 

MDA-MB-231 non transfectées et diluées avec le Matrigel (Figure 12). Les greffons de 

la cohorte shARN contrôles (shARN CT) comprend un mélange de Matrigel et des 

cellules MDA-MB-231 transfectées stablement avec un shARN qui ne cible aucune 

séquence humaine (Figure 13). La condition shARN MGB1 comprend des cellules MDA-

MB-231 transfectées stablement avec le shARN ciblant l’ARNm du gène MGB1 ( 

Figure 14). Ces conditions ont été répétées avec 7 différentes souris par cohorte. 

La taille des greffons des cohortes avec shARN contrôles et shARN ciblant l’ARNm de 

MGB1 sont de taille similaire d’environ 1.5 cm ± 0.3 cm (Graphique 1). On n’observe 

aucune différence statistiquement significative entre les tailles des greffons de ces deux 

cohortes. Les cellules MDA-MB-231 ont formé des greffons plus petits que les cellules 

avec shARN contrôle ou ciblant l’ARNm de MGB1. En revanche, ces résultats ne sont 

pas statistiquement significatifs. Les coupes microtomes n’ont montrées aucune métastase 

aux organes vitaux pour toutes les conditions. Ces résultats suggèrent que l’expression 

MGB1 ne contribue pas à la malignité des MDA-MB-231 dans les souris NSG. 

Cependant, plus d’études seront nécessaires pour conclure ces résultats comme des études 

in vivo par injection dans la veine de la queue.  
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Figure 11. Taille des greffons contrôle Matrigel. Le contrôle Matrigel, représenté par 

NT (non-traité), est une injection de Matrigel sans cellules dans les tissus adipeux de 

souris. 1.5x106 cellules sont diluées 1 :1 dans MEM (milieu essentiel minimum) et 

Matrigel haute concentration (HC) et 100 µL sont injectées avec une seringue de calibre 

27 jauges sous les tissus adipeux mammaires 4 des souris anesthésiées par isoflurane. Les 

boules de Matrigel ont été extraites à la fin de l’expérience et mesurées en cm. 

NT 1 NT 2 

NT 3 NT 4 
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Figure 12. Taille des greffons contrôle MDA-MB-231. La condition MDA-MB-231 

comprend les cellules MDA-MB-231 non transfectées et diluées avec le Matrigel. 1.5x106 

cellules sont diluées 1 :1 dans MEM (milieu essentiel minimum) et Matrigel haute 

concentration (HC) et 100 µL sont injectées avec une seringue de calibre 27 jauges sous 

MDA-MB-231 1 MDA-MB-231 2 

MDA-MB-231 3 MDA-MB-231 4 

MDA-MB-231 5 MDA-MB-231 6 

MDA-MB-231 7 
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les tissus adipeux mammaires 7 des souris anesthésiées par isoflurane. Les greffons ont 

été extraits à la fin de l’expérience et mesurés en cm. 
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Figure 13. Taille des greffons contrôles shARN. Les greffons shARN contrôles, 

représentés par shARN CT, comprennent des cellules MDA-MB-231 transfectées 

stablement avec un shARN qui ne cible aucune séquence humaine et mélangée avec du 

Matrigel. 1.5x106 cellules sont diluées 1 :1 dans MEM (milieu essentiel minimum) et 

Matrigel haute concentration (HC) et 100 µL sont injectées avec une seringue de calibre 

shARN CT 2 

shARN CT 3 shARN CT 4 

shARN CT 5 

shARN CT 1 

shARN CT 6 

shARN CT 7 
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27 jauges sous les tissus adipeux mammaires 7 des souris anesthésiées par isoflurane. Les 

greffons ont été extraits à la fin de l’expérience et mesurés. 
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shARN MGB1 1 shARN MGB1 2 

shARN MGB1 3 shARN MGB1 4 

shARN MGB1 5 shARN MGB1 6 

shARN MGB1 7 

 

 

 

Figure 14. Taille des greffons shARN MGB1. La condition shARN MGB1 comprend 

des cellules MDA-MB-231 transfectées stablement avec le shARN ciblant le gène 

MGB1. 1.5x106 cellules sont diluées 1 :1 dans MEM (milieu essentiel minimum) et 

Matrigel haute concentration (HC) et 100 µL sont injectées avec une seringue de calibre 
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27 jauges sous les tissus adipeux mammaires 7 des souris anesthésiées par isoflurane.  

Les greffons ont été extraits à la fin de l’expérience et mesurés. 

Graphique 1. Taille des greffons de cellules MDA-MB-231 avec ou sans shARN 

ciblant MGB1 chez le modèle murin. La taille des greffons des différentes cellules a été 

déterminée après excision et mesurée à l’aide d’une règle. Les cellules transfectées avec 

le shARN ciblant l’ARNm de MGB1 vs le shARN contrôle (CT) ne montrent aucune 

différence dans la taille des greffons in vivo. Le contrôle Matrigel, représenté par NT, est 

une injection de Matrigel sans cellules. Cette condition a été répétée avec 4 différentes 

souris dans cette cohorte. La condition MDA-MB-231 comprend les cellules MDA-MB-

231 non transfectées et diluées avec le Matrigel. Les greffons shARN contrôles, 

représentés par shARN CT, comprennent des cellules MDA-MB-231 transfectées 

stablement avec un shARN qui ne cible aucune séquence humaine et mélangée avec du 

Matrigel. La condition shARN MGB1 comprend des cellules MDA-MB-231 transfectées 

stablement avec le shARN ciblant l’ARNm de MGB1. Toutes les cohortes ont été répétées 

avec 7 différentes souris sauf la cohorte NT. Le greffon de la cohorte shARN MGB1 qui 

n’a pas établi une tumeur a été retiré de nos analyses. Le test Anova à facteur unique est 

non significatif entre les cellules contrôles et les cellules MDA-MB-231 transfectées 

stablement avec le shARN ciblant le gène MGB1. 
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Puisque notre analyse in vivo de l’inhibition de l’ARNm de MGB1 par un shARN 

transfecté stablement dans les cellules MDA-MB-231 n’a aucun effet sur la capacité de 

ces cellules à former un greffon et développer une tumeur dans le tissu adipeux mammaire 

murin, nous avons voulu étudier le différent profil potentiel d’expression des isoformes 

transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1 dans les cellules du cancer du sein. La présence 

de différents ARNm de MGB1 pourrait expliquer pourquoi l’expression du gène MGB1 

dans le cancer du sein donne des résultats contradictoires. Par une série de PCR avec 

l’ARNm des lignées cellulaires du cancer du sein à l’étude, nous avons réussi à amplifier 

7 différents transcrits de MGB1 (Figure 15). Plus spécifiquement, nous avons eu recours 

à la PCR 3’ et 5’ RACE en utilisant les amorces spécifiques à la MGB1 ou à l’étiquette 

GeneRacer de ThermoFisher Scientific (5’-GTTACGTAGCGTATCGTTGACAGC-3’) 

ajoutée en C-terminal dans les cellules MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-415, MDA-

MB-468, SKBR3, T47D, BT-549, MCF10A et MCF12A (Les isoformes 

transcriptionnelles découvertes sont les suivantes : E3/56 (474 pb), E3/75 (493 pb), E2Δ9 

(464 pb), E3/47 (465 pb), E2/170Δ3 (256 pb), E2/150Δ3 (236 pb) et E1/39Δ2-3 (39 pb) 

(Figure 17). Le transcrit wt de MGB1 n’a pas été découvert par 3’ et 5’ Race. Les transcrits 

E3/56, E3/75 et E3/47 ont théoriquement la même séquence codante et codon d’arrêt que 

la MGB1 wt. En revanche, leur 3’ UTR est différent. Le transcrit E2Δ9 comporte une 

délétion de 9 nucléotides après l’exon 2 (Tableau 10). Cette délétion ne change pas le 

cadre de lecture de la protéine. Les transcrits E2/170Δ3, E2/150Δ3 et E1/39Δ2-3 sont des 

ARN tronqués de la MGB1 (Figure 15). Les niveaux d’expression de ceux-ci diffèrent 

selon la lignée cellulaire (Tableau 11Tableau 10). Ces isoformes transcriptionnelles ont 

également été confirmées par séquençage de nouvelle génération (Graphique 2). 
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Figure 15. Transcrit MGB1 isolé par PCR 3’ RACE, 5’ RACE et sur la base de 

données UCSC chez les lignées cellulaires mammaires MCF7, MDA-MB-231, MDA-

MB-415, MDA-MB-468, SKBR3, T47D, BT-549, MCF10A et MCF12A. Certaines des 

différentes isoformes transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1 découvertes sont 

tronquées. Le transcrit ID : 4250 représente la séquence génomique du gène MGB1. 

L’ARNm MGB1 wt (NM_002411.4) les séquences sous celle-ci sont les isoformes 

découvertes. Les boites blanches représentent les régions 3' et 5' non codants de l'exon 1 

et 3. Les boites noires représentent la région codante de l'exon 1. Les boites grises sont les 

différentes longueurs tronquées de l'exon 2. Les boites blanches de l’UTR 3’ sont les 

différentes longueurs et font partie de la région non codante de l'exon 3. La région codante 

de l’exon 3 est représentée par une boite bleue. Les bandes noires en forme de triangle 

entre les boites représentent les introns qui sont excisés lors de la traduction de l'ADN en 

ARNm. Les isoformes transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1 découvertes sont E3/56 

ID: 4250 (MGB1) 

MGB1 wt (506 pb) 

E3/56 (474 pb) 

E3/75 (493 pb) 

E3/47 (465 pb) 

E2Δ9 (464 pb) 

E2/170Δ3 (256 pb) 

E2/150Δ3 (236 pb)  

E1/39Δ2-3 (39 pb) 
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(474 pb), E3/75 (493 pb), E2Δ9 (464 pb), E3/47 (465 pb), E2/170Δ3 (256 pb), E2/150Δ3 

(236 pb) et E1/39Δ2-3 (39 pb). Les transcrits E3/56, E3/75 et E3/47 contiennent le même 

codon d’initiation et d’arrêt que l’ARNm MGB1 wt. En revanche, leur 3’ UTR ont une 

différence de 56, 75, et 47 nucléotides respectivement. Le transcrit E2Δ9 comporte une 

délétion de 9 nucléotides après l’exon 2. Les transcrits E2/170Δ3, E2/150Δ3 et E1/39Δ2-

3 sont des ARNm tronqués de la MGB1 et ont une délétion l’exon 3 ou 2 et 3.  

Tableau 10. Les isoformes transcriptionnelles de l’ARNm de MGB1. Nombre d’acides 

nucléiques de chaque exon selon le transcrit de référence (pleine longueur) de MGB1. 

Lignée cellulaire où 

identifiée 

Isoforme Exon 1 Exon 2 Exon 3 Taille (pb) 

MGB1 

(NM_002411.4) 

wt 114 188 204 506 

MDA-MB-415, 

SKBR3, BT-549 

E3/56 86 188 200 474 

MDA-MB-415 E3/75 86 188 219 493 

MDA-MB-415 E3/47 86 188 191 465 

SKBR3, MDA-MB-

415, MDA-MB-468 

E2∆9 86 179 199 464 

MDA-MB-415, 

MDA-MB-231 

E2/170∆3 86 170 0 236 

SKBR3, MDA-MB-

231 

E2/150∆3 86 150 0 236 

MDA-MB-231, 

MCF7 

E1/39∆2-3 39 0 0 39 
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Tableau 11. Le niveau d’expression transcriptionnelle des isoformes de MGB1. 

L’abondance des isoformes transcriptionnelles par 3’ RACE chez différentes cellules 

cancéreuses mammaires et des cellules saines immortalisées est identifiée par +. Plus 

l’abondance du transcrit est présente, plus il y a de +. L’absence de + signifie que 

l’isoforme n’était pas été identifié dans cette lignée cellulaire.  

Isoforme MCF10A MCF12A 
MDA-

MB-231 

MDA-

MB-415 

MDA-

MB-468 
SKBR3 BT-549 T47D MCF7 

E3/56 ++ ++ + +++ ++ +++ ++ ++ ++ 

E3/75 ++ 

E3/47 ++ 

E2∆9 ++ + ++

E2/170∆3 + + + 

E2/150∆3 + + + 

E1/39∆2-3 + + + + +
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Graphique 2. Résultats MinION de l’abondance des isoformes transcriptionnelles de 

MGB1. Les isoformes de l’ARNm MGB1 ont été isolées par PCR des cellules MDA-MB-

231, MDA-MB-415, MDA-MB-468, et SKBR3. Les isoformes transcriptionnelles sont 

E3/56 (474 pb), E3/75 (493 pb), E2Δ9 (464 pb), E3/47 (465 pb), E2/170Δ3 (256 pb), 

E2/150Δ3 (236 pb) et E1/39Δ2-3 (39 pb). Les transcrits E3/56, E3/75 et E3/47 contiennent 

le même codon d’initiation et d’arrêt que l’ARNm MGB1 wt. En revanche, leur 3’ UTR 

ont une différence de 56, 75, et 47 nucléotides respectivement. Le transcrit E2Δ9 comporte 

une délétion de 9 nucléotides après l’exon 2. Les transcrits E2/170Δ3, E2/150Δ3 et 

E1/39Δ2-3 sont des ARNm tronqués de MGB1 et ont une délétion l’exon 3 ou 2 et 3. 

E2/170Δ3 et E1/39Δ2-3 n’ont pas été détectés par cette analyse. La couverture des lectures 

de séquençage de nouvelle génération utilisant la plateforme MinION est de 6611 lectures. 

Le compte estimé est déterminé par le ratio du nombre total de lectures des ARNm et la 

quantité d’ARNm de chaque isoforme transcriptionnelle de MGB1. Près de 80 millions 

de séquences analysées à l’aide des outils bio-informatiques. Un score de qualité de 20 

(Q20) représente un taux d'erreur de 1 sur 100, ce qui signifie que chaque lecture de 

séquençage de 100 Pb ne peut contenir qu’une erreur, avec une précision correspondante 

de 99 %. Nous avons éliminé toute séquence présentant une qualité inférieure à Q20 avant 

l’alignement de ces séquences sur le génome de référence humaine hg19 en utilisant 

successivement les logiciels Tophat T2 (https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml, 
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12 juin 2016) et Bowtie 2 (https://www.metagenomics.wiki/tools/bowtie2/install, 12 juin 

2016). Une normalisation a été réalisée sur l’ensemble des données obtenues en utilisant 

diverses méthodes telles que l’Analyse d'expression différentielle pour les données de 

comptage de séquences (DESeq), Quantile et la Moyenne tronquée des valeurs M (TMM). 

Une analyse tertiaire a été faite sur ces données en effectuant des tests t et en déterminant 

les transcrits de l’ARNm de MGB1 épissés différemment. Cet essai est effectué avec un 

N de 1 technique et biologique. 

Des outils bio-informatiques peuvent prédire où se situent les régions des 

domaines transmembranaires d’une protéine. Nous avons aussi utilisé des outils bio-

informatiques qui révèlent de l’information sur la probabilité de la structure 

tridimensionnelle de la protéine MGB1. Selon TMHMM, la majorité de la protéine MGB1 

se retrouve à l’extérieur de la cellule (Graphique 3) 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0, 18 février 2022). 

Cependant, une petite région en N-terminal a une faible probabilité de se retrouver à 

l’intérieur de la membrane de façon transmembranaire. TMHMM est un outil bio-

informatique contenant une collection de protéines transmembranaires avec des 

topologies basées sur des preuves expérimentales définies telles que la cristallographie 

aux rayons X, la RMN, la technique de fusion génique, la méthode d’accessibilité à la 

cystéine substituée, l’expérience de glycosylation liée à l’Asn et d’autres méthodes 

biochimiques [176].  

https://www.metagenomics.wiki/tools/bowtie2/install
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Graphique 3. Prédiction d’hélice transmembranaire de la séquence de MGB1. La 

méthode de prédiction de la topologie des protéines membranaires basée sur un modèle 

de Markov caché (TMHMM) (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-

2.0, 18 février 2022) pour prédire les hélices transmembranaires. TMHMM est une 

analyse de prédiction bio-informatique qui évalue les régions hydrophobes et autres 

caractéristiques de protéines transmembranaires pour donner un score associé à la 

probabilité que la protéine d’intérêt soit transmembranaire. Le graphique montre les 

probabilités (axe des y) qu’une hélice soit à intérieur de la cellule, à l’extérieur, ou 

transmembranaire. Les résidus de la protéine sont représentés par l’axe des x. La courbe 

la plus épaisse orange est associée au score de probabilité en axe y. Un score entre 1 et 1.2 

est considéré comme significatif. La courbe bleue représente la probabilité que chaque aa 

de la protéine du côté N-terminal à C-terminal soit à l’intérieur de la cellule. La courbe 

mince orange représente la probabilité que les aa se retrouvent à l’extérieur de la cellule. 

Plus ces courbes sont proches du 1 sur l’axe y, plus il est probable que ces aa se retrouvent 

à l’intérieur ou à l’extérieur de la cellule respectivement. La courbe mauve représente les 

régions hydrophobes transmembranaires qui composent les hélices. La protéine MGB1 

contient un score de 0 pour la courbe mauve. La séquence d’acides aminés de la protéine 

MGB1 ne contient pas d’hélice transmembranaire et se retrouve à l’extérieur de la cellule 

[168]. 
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Puisque la protéine MGB1 fait partie de la famille des sécrétoglobines, nous avons 

regardé où se trouve la séquence signal en aa pour la sécrétion. L’outil bio-informatique 

SignalP-5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0, 2 février 2022), 

détermine la probabilité qu’une protéine soit sécrétée par la présence de séquences signal 

de sécrétions et de sites de clivages. Cet outil identifie trois types de séquences et de sites 

de clivages. Les peptides signaux (SP) sont de courtes séquences d’aa aux l’extrémité de 

nombreuses protéines nouvellement synthétisées. Les séquences Sec/SPI sont des 

peptides signaux sécrétoires « standard » transportés par le translocon Sec et clivés par la 

Peptidase Signal I (Lep). Les séquences Sec/SPII sont des peptides signaux de 

lipoprotéines transportées par le translocon Sec et clivées par Signal Peptidase II (Lsp). 

Les séquences Tat / SPI sont des peptides signaux. Tat est transporté par le translocon Tat 

et est clivé par Signal Peptidase I (Lep). Plus le chiffre de probabilité se rapproche d’un 

score de 1, plus les chances que la protéine soit sécrétée sont élevées [177].  

La séquence ARNm de MGB1 possède un signal sécrétoire standard en N-terminal 

avec un site de clivage entre les résidus 18 et 19 et un score de 0.9993 (Graphique 4). 

Puisque le site de clivage est en N-terminal, il est possible que les séquences tronquées de 

MGB1 soient sécrétées si elles sont transcrites.  

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0


84 

Graphique 4. Séquence signal de sécrétion de la protéine MGB1. Le score SignalP-

5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0, 2 février 2022) de la 

protéine MGB1 est proche de 1. Ce score est associé à une séquence signal impliquée dans 

le clivage et la sécrétion de la protéine. La protéine sécrétée est clivée entre le résidu aminé 

Asn et Glutamine (Gln). L'axe des y représente la probabilité qu'il ait un site de clivage. 

Plus ce chiffre est proche de 1, plus il est probable que la protéine contienne une séquence 

signal qui sera clivée. L'axe des x représente la séquence de la protéine du côté N-terminal 

à C-terminal. La courbe rouge représente la séquence du peptide signal de sécrétion 

(Sec/SPI). Lorsque cette courbe est proche de 1 sur l’axe y, ceci représente le peptide 

signal de sécrétion. La courbe rouge décroit jusqu’à 0 sur l’axe y pour la partie de la 

séquence protéique qui est sécrétée. La courbe pointillée verte représente le site de clivage 

prédit en axe des x. La courbe orange représente la probabilité que la séquence n'ait aucun 

type de peptide signal. Lorsque cette courbe croît jusqu’à 1, ceci représente la séquence 

sécrétée en x. La courbe rouge et la courbe orange forment une intersection près du site 

de clivage en vert. Le score est déterminé par les modèles de séquences autour du site de 

clivage du peptide signal (probabilité en axe des y) de 0 à 1. La protéine MGB1 contient 

un site de clivage de sécrétion d’une probabilité de 0.9993 et est prédit d’être une protéine 

sécrétée selon SignalP-5.0. 

La protéine MGB1 possède des sites potentiels de glycosylation. Nous avons 

regardé si d’autres sites seraient possiblement glycosylée sur la protéine MGB1. Le 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0
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programme bio-informatique NetGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0, 2 avril 2020) détermine les 

sites potentiels de glycosylation d’une séquence d’aa. Cette modification post-

traductionnelle covalente qui est créée dans le réticulum endoplasmique cible les résidus 

Asn, Ser et Thréonine (Thr). La transférase impliquée dans la glycosylation reconnaît une 

séquence spécifique autour du résidu à glycosyler. Un score est attribué selon la séquence 

des différents résidus [178]. La séquence MGB1 possède deux sites potentiels de 

glycosylation (Graphique 5). Ces sites de glycosylation se retrouvent dans la forme wt 

de la protéine MGB1 et quelques isoformes ARNm de MGB1 découvert par 3’ RACE. 

Graphique 5. Site potentiel de glycosylation de la séquence MGB1.  NetGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0, 2 avril 2020) prédit 2 sites 

potentiels de glycosylation de MGB1 aux aas 53 et 68. Netglyc prédit les N-glycosylations 

connus pour se produire sur les Asparagines qui se retrouvent dans une séquence Asn-

Xaa-Ser/Thr (où Xaa est n'importe quel aa à l'exception de la Proline). Bien que ce 

tripeptide consensus (également appelé séquon de N-glycosylation dans de nombreux 

textes) puisse être une exigence pour la prédiction, il n'est pas toujours suffisant pour que 

l'Asn soit glycosylée. L’axe des y représente la probabilité que les aa Ser, Thr, et Asn soit 

glycosylée. L’axe des x représente les aa de la protéine du côté N-terminal à C-terminal. 

Les courbes verticales vertes représentent quels aa pourraient être glycosylée. Une courbe 

verticale entre 0.5 et 1 au-dessus de la courbe mauve horizontale représente une forte 

probabilité (de 0 à 1) de glycosylation [178].  

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
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CHAPITRE III 



 

3.1 Introduction 

La découverte des nouveaux transcrits de MGB1 suggère que ce gène pourrait se 

traduire en plusieurs protéines différentes. Pour nous guider dans la découverte du rôle 

des isoformes de MGB1, nous avons cherché à savoir si celles-ci sont traduites en 

protéines. Les petites protéines tronquées qui résultent de la traduction de ces transcrits 

pourraient avoir des fonctions différentes de la protéine wt. Cependant, ces transcrits 

peuvent aussi être non-codants, ne produisant aucune protéine fonctionnelle. Les ARNs 

non-codants sont également caractérisés avec des fonctions régulatrices dans la cellule 

[179]. La présence de ribosomes attachés aux transcrits peut indiquer que les ARNm sont 

en cours de traduction. D’une part, ces transcrits tronqués liés aux ribosomes peuvent 

produire des protéines fonctionnelles ou aberrantes. D’autre part, les ribosomes peuvent 

rester coincés en cours de traduction et être dégradés par le NGD ou le NSD [162]. En 

inhibant le gène HBS1 responsable du mécanisme NGD et NDS et en quantifiant le niveau 

d’ARNm du transcrit de MGB1, on peut déduire si les transcrits ARNm de MGB1 sont 

impliqués dans ce mécanisme de régulation [165].  

Pour comprendre la cause de la surexpression du gène MGB1 dans le cancer du 

sein, il est possible d’étudier ce qui active son promoteur. En clonant la région en amont 

du gène MGB1 avec un gène rapporteur en aval, il est possible de déterminer quels 

antagonistes sont impliqués dans la stimulation du promoteur de MGB1 pour activer sa 

transcription. En ajoutant des activateurs de prolifération et migration cellulaire, 

l’expression du gène rapporteur peut être quantifiée pour révéler si l’expression du gène 

MGB1 est affectée. Selon Chang-Xin Shi et al. (2004), le promoteur minimal du gène 

MGB1 est 345 pb en amont du gène. Il y a aussi un promoteur distal 8 kb plus loin [180]. 

Pour nous guider dans la découverte de la fonction de la protéine MGB1 dans le 

cancer, il est possible d’évaluer les protéines qui se lient directement avec la MGB1. Par 

co-immunoprécipitation, il est possible de déterminer quelles protéines se lient à la 

protéine MGB1 et en déduire les cascades qu’impliquent ces protéines. La spectrométrie 
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de masse nous permet d’identifier les protéines co-immunoprécipitées avec la protéine 

MGB1 chez les cellules cancéreuses du sein.  

3.2 Méthodes 

Fractionnement de polysome 

Pour nous assurer que les différents ARNm de MGB1 découverts sont transcrits, 

nous avons utilisé la méthode suivante afin d’examiner si les transcrits sont liés à un 

ribosome dans la cellule. Pour cela, 20x106 cellules sont traitées avec 100 μg/mL de 

cyclohexamide pendant 15 min pour fixer les protéines et l’ARN. Les cellules sont les 

MCF7 (carcinome canalaire), T47D (carcinome canalaire), MCF12A (épithéliale 

mammaire), MCF10A (épithéliale mammaire), MDA-MB-231 (carcinome canalaire), 

MDA-MB-415 (carcinome lobulaire), MDA-MB-468 (carcinome lobulaire), BT-549 

(carcinome canalaire), et SKBR3 (carcinome lobulaire) et les cellules MCF10A et 

MCF12A (cellules saines immortalisées). Les cellules sont ensuite lavées et détachées 

avec de la trypsine contenant la même concentration de l00 μg/mL de cyclohexamide. 

Après avoir été culotées, les cellules sont lysées à l’aide d’un tampon de lyse à 

concentration faible en sel à pH 7.2 (0.14 M chlorure de sodium (NaCl), 5 mM KCl 

(chlorure de potassium), 8 mM dihydrogénophosphate de sodium (Na₂HPO₄) et 1.5M 

phosphate monopotassique (KH₂PO₄)) contenant l00 μg/mL cyclohexamide et 1 unité/μL 

d’inhibiteurs d’ARNase. Après 3 min sur glace, un tampon détergent (tampon de lyse avec 

1.2 % de NP -40) est ajouté aux cellules pour ensuite être broyé avec un homogénéisateur 

en vitre. Les membranes sont séparées du reste des cellules par une centrifugation à vitesse 

maximale. Le surnageant est récolté et l00 μg/mL d’héparine sont ajoutés pour inhiber les 

nucléases. La DO260 (densité optique à 260 nanomètres) est prise à l’aide du Nanodrop 

et la concentration d’ARN est normalisée entre les cellules. Le mélange est ensuite déposé 

sur un gradient de sucrose de 0.5 M à 1.5 M et ultracentrifugé à 200 000 x g pendant 1 h 50 

à 4 °C. Le fractionnement est réalisé à l’aide du Teledyne Isco Foxy Jr Junior Fraction 

Collector et d’un spectrophotomètre à une longueur d’onde de 254 nm. 100 µL de 

dodécylsulfate de sodium (SDS) 10 % sont ajoutés aux neuf fractions récoltées. La 
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protéinase K (100 μg/mL) est ajouté aux fractions et incubée pendant 30 min à 37 °C pour 

dégrader les protéines ribosomiques. Pour précipiter l’ARN, 1 mL d’isopropanol est 

pipetté dans chaque fraction. Après une incubation de 24 h à -20 °C, l’ARN est précipité 

par une centrifugation à vitesse maximale à 4 °C pendant 30 min. L’ARN est ensuite 

resuspendu dans un mélange de 300 µL d’eau sans nucléase, 300 µL de chlorure de 

lithium (LiCl₂) 1M et 50 µL d’acétate d’ammonium 5 M. Après une incubation de 2 h à -

20 °C, l’ARN est précipité par une centrifugation à 13 000 x g pendant 30 min à 4 °C. 

L’ARN est ensuite purifié en utilisant le kit ARN Cleanup de Qiagen. L’ARN est converti 

en ADNc par rétrotranscription et soumis à une PCR 3’ RACE.  

Gel agarose  

Après une réaction PCR GeneRacer 3’ nichée avec les amorces du Tableau 5 et 

les conditions PCR du Tableau 7, on sépare 10 à 30 μl de fragments d’ADN par gel 

électrophorèse. Ce gel est composé de 2 % d’agarose dissous dans un tampon tris acétate 

acide éthylène diamine tétra-acétique (TAE) et on y ajoute 0.001 volume d’EZ Vision®, 

un marqueur fluorescent de l’ADN visible aux rayons ultraviolets (UV). Le tampon TAE 

comprend 40 mM de la base Tris comme tampon, de l’acide acétique pour équilibrer le 

pH et 1 mM d’acide EDTA, un chélateur d’ion. Ce même tampon sert de contact entre 

l’anode vers la cathode pour faire passer un courant électrique. L’ADN (négative) migre 

de l’anode vers la cathode à 100 volts (V) pendant 1 à 2 h. L’échelle utilisée pour 

déterminer la taille des fragments d’ADN est le « 100 bp ladder » de ThermoFisher 

Scientific. Les fragments d’ADN séparés sont visualisés à l’aide du Versadoc™ en 

employant la lumière UV.  

Transfection des siARN 

Pour déterminer si les transcrits MGB1 sont impliqués dans le NGD ou le NSD, 

nous avons inhibé le gène HBS1 dans les cellules qui expriment le plus de transcrits 

isoformes de MGB1, les MDA-MB-415 et les SKBR3. Le protocole consiste à ensemencer 

les cellules 24 h pré-transfection dans une plaque de 6 puits pour une confluence de 80 à 
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95 % (~500 000 cellules). Avant la transfection, le milieu de culture est échangé pour un 

milieu de culture dépourvu de facteur de croissance. 10 µL de siARN contrôle ou 

Smartpool Dharmacon ciblant le gène HBS1 humain (5 µM) est mélangé avec 190 µL de 

milieu dépourvu de facteur de croissance FBS. 5 µL de DharmaFECT PerkinElmer est 

mélangé à 195 µL de milieu cellulaire sans sérum de croissance. Les deux mélanges sont 

incubés pendant 5 min à température ambiante. Le mélange composé de l’agent de 

transfection et siARN est ajouté aux cellules et incubé à 37 °C, 5 % CO2 pour une période 

allant de 24 à 48 h. 

Extraction et dosage de l’ARN 

Les cellules sont premièrement lavées avec du PBS sans sel. 1 mL de TRIzol 

ThermoFisher Scientific est mis en contact avec environ 700 000 cellules et transféré dans 

un microtube de 1.5 mL. Les tubes peuvent alors être congelés à -80 °C où l’extraction 

peut se poursuivre après 5 min d’incubation à température ambiante. 300 μL de 

chloroforme sont ajoutés par tube, puis agités vigoureusement pendant environ 15 s et 

incubés à température ambiante pendant 5 min. Les extraits sont ensuite centrifugés à 

12 000 x g pendant 15 min à 4 °C. La phase aqueuse est alors récupérée dans un nouveau 

tube de 1.5 mL sans perturber l’interphase créée. Puis, 500 μL d’isopropanol sont ajoutés 

aux tubes, incubés pendant 5 min à température ambiante et centrifugée post-incubation à 

15 000 x g pendant 10 min à 4 °C. Après avoir prélevé l’isopropanol, les culots sont lavés 

avec 1 mL d’éthanol 70 % préparé à partir d’eau ultrapure (eau distillée sans 

ADNase/ARNase) et centrifugés à 7 500 x g pendant 5 min à 4 °C. Par la suite, le 

surnageant est prélevé et les résidus d’éthanol sont évaporés. Le culot est alors suspendu 

dans 35 à 50 μL d’eau ultrapure. L’ARN extrait est mis sur glace puis sa concentration est 

mesurée à l’aide du Spectrophotomètre Nanodrop 2000. Il est possible de surveiller la 

qualité du résultat obtenu en réalisant une mesure d’absorbance à 260/280 nm. En effet, 

un ARN dépourvu de contaminant génomique ou protéique se caractérise par une 

absorbance comprise entre 1.8 et 2 pour 260/280 nm. À la suite de l’extraction, l’ARN 

peut être conservé à –80 °C jusqu’à l’étape suivante : la synthèse d’ADNc [173].  
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Digestion de l’ADN génomique  

 

Pour s’assurer de ne pas amplifier de l’ADN génomique ou plasmidique, l’ADN 

est dégradé avant la rétrotranscription. Le kit TURBO DNA-free™ de ThermoFisher 

Scientific comprend des ADNases qui dégradent l’ADN tout en conservant l’intégrité de 

l’ARN. Le protocole consiste à ajouter 0.1 volume de 10X TURBO ADNase Buffer et 1 

uL de TURBO ADNase à l’ARN. Le mictotube est ensuite agité délicatement, puis incubé 

à 37 °C pendant 25 min. Pour inhiber l’enzyme qui digère l’ADN, 0.1 volume de réactif 

d’inactivation de ADNase est ensuite ajouté. La solution est incubée pendant 5 min à 

température ambiante et agitée occasionnellement (environ 2 à 3 fois). Les inhibiteurs 

d’ADNases sont précipités par centrifugation pendant 1.5 min à 1000 x g. Le surnageant 

est récupéré et celui-ci contient de l’ARN dépourvu d’ADN génomique ou plasmidique. 

La concentration de l’ARN est mesurée par l’absorbance à 260/280 nm  [174].   

 

 Rétrotranscription de l’ARNm 

 

La synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) nécessite de 3 à 5 μg d’ARN par 

tube RTPCR pour un volume final de 10 μL. Pour initier la rétrotranscription, on utilise 1 

μL d’amorce Oligo-dT (50 µM) avec une queue de 24 nucléotides (SuperScript™III RT 

Module ThermoFisher Scientific). 1 μL de dNTP (10 mM) et 1 μL d’eau stérile sont 

ajoutés à chaque tube et ceux-ci sont incubés à 65 °C pendant 5 min pour linéariser les 

structures secondaires possibles de l’ARN. Pendant l’incubation, une solution mère pour 

la rétrotranscription est préparée contenant le tampon, l’enzyme de rétrotranscription, des 

inhibiteurs d’ARNases et un agent réducteur pour dissocier les ponts disulfures de l’ARN. 

Cette solution est composée de 4 μL de Tampon 5X pour le premier brin d’ADN, 1 μL de 

DTT (0.1 M), 1 μL d’ARNase Out™ (40 U/μl), 1 μL de SuperScript™ III RT (200 U/µL). 

Post-incubation à 65 °C pendant 5 min, les tubes RT PCR sont refroidis sur glace pendant 

1 min et 7 μL de la solution mère pour la rétrotranscription est ajoutée au tube PCR. Les 

tubes sont ensuite incubés pour activer la rétrotranscription à 55 °C pendant 60 min, suivi 

d’une inactivation de la SuperScript III par une incubation à 72 °C pendant 15 min. Une 
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3e incubation à 37 °C pendant 20 min avec 1 μL d’ARNase-H permet de dégrader 

l’ARNm. L’ADNc nouvellement synthétisé peut être conservé à -20 °C ou utilisé pour 

une PCR ou qPCR consécutivement [175]. 

Réaction polymérase en chaîne quantitative (qPCR) 

La qPCR permet de quantifier, en temps réel pendant l’amplification, la quantité 

de transcrit d’un gène en utilisant des amorces sens et antisens spécifiques aux gènes. Les 

fragments générés doivent être d’une taille inférieure à 200 pb pour que la polymérase ait 

le temps de synthétiser les brins. Brièvement, 23 µL du MasterMix (12.5 µL SYBR Green, 

1 μM d’amorce sens, 1 μM d’amorce antisens et 4.5 µL d’eau (H₂O) sans endonucléase 

sont déposés en triplicata dans une plaque 96 puits à qPCR avec 2 μL d’ADNc. La qPCR 

est réalisée en utilisant le Master cycler Epgradient S Realplex2 Eppendorf à l’aide du 

logiciel Mastercyclerep Realplex Eppendorf et sous les conditions suivantes : 50 °C 

pendant 2 min, 94 °C pendant 10 min, 40 cycles de 94 °C pendant 15 s et 60 °C pendant 

1 min. Une courbe de dénaturation montrant la spécificité de l’ADNc amplifiée peut être 

ajoutée. Les conditions pour une courbe de dénaturation sont : un réchauffement 

progressif jusqu’à 94 °C pendant 10 min et 4 °C après la fin de la dénaturation. Des 

amorces spécifiques aux gènes d’intérêt sont créées pour leur amplification suivant ce 

protocole (Tableau 12).  

Tableau 12. Amorce pour qPCR de MGB1, HBS1 et contrôle HPRT. 

Cible Amorce Sens Amorce Antisens 

MGB1 5’- CCAAACGGATGAAACTCTGAGC-3’ 5’- ATGAAGAGCCCACTTGTCCC-3’ 

HBS1 5’-GGTGGGAAGGAGAGCTGAAC-3’ 5’-GATGACAGGAGCGGATGGAG-3’ 

HPRT 5’ -TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’ 5’ -GGTCTTTTTCACCGACAAGCT-3’ 
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Clonage du promoteur minimal du gène MGB1  

 

Les régions promotrices du gène MGB1 peuvent être déterminées en clonant la 

région génomique en amont de la séquence codante du gène MGB1 (Tableau 13). 

L’extraction d’ADN génomique est réalisée à l’aide du kit Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit de Promega. L’équivalent de 500 000 cellules est centrifugé à 15 000 x g 

pendant 10 s puis lavé au PBS et vortexé ; enfin, 600 µL de tampon de lyse nucléique sont 

ajoutés. Le mélange est incubé à 65 °C pendant 20 min. Pendant la lyse cellulaire, 3 µL 

de solution d’ARNases sont ajoutés au lysat cellulaire et incubés à 37 °C pendant 20 min. 

Une fois refroidis à température ambiante, 200 µL de solution de précipitations de 

protéines sont ajoutés et le mélange est vortexé. Après une incubation de 5 min sur glace, 

les protéines sont précipitées par centrifugation à 15 000 x g pendant 4 min. Le surnageant 

contenant l’ADN génomique est récupéré et transféré vers un nouveau tube. 600 µL 

d’isopropanol sont ajoutés et mélangés par inversion. L’ADN est culotté par une 

centrifugation de 15 000 x g pendant 1 min. L’ADN est lavé avec de l’éthanol 70 % et 

centrifugé à nouveau pendant 1 min à 15 000 x g. L’éthanol est prélevé par pipetage et les 

traces d’éthanol sont évaporées pendant 10 à 15 min. L’ADN est resuspendu dans 100 µL 

de solution de réhydratation et incubé à 65 °C pendant 1 h. 1 µL de l’ADN génomique de 

cellules MCF7, MDA-MB-231 et T47D est utilisé pour la réaction PCR et 1000, 2000 et 

3000 bp en amont du gène MGB1 sont amplifiées en utilisant 1 μM des amorces du 

Tableau 13. Ces amorces contiennent les séquences de sites de restrictions XhoI et BglII.  

Les bandes sont ensuite coupées et extraites du gel. L’ADN purifié est digéré à l’aide des 

enzymes de restriction XhoI et BglII pour un clonage directionnel dans le plasmide pGL4.  

  



94 

Tableau 13. Amorces pour amplification de l’ADN génomique de MGB1. Les 

amorces contiennent les sites de restriction XhoI et BglII en 5’ pour le clonage 

directionnel dans le vecteur pGL4. 

Amorce Séquence (5’- 3’) 

Inverse Génomique GATCTAAAGATCTGTGGCAGCGTATCGGGAAA 

1000 bp Sens CTCGAGAACTCGAGAAAATCACGTGAGTGACATCAGC 

2000 bp Sens CTCGAGAACTCGAGGACGAAGCCCACTCAGACA 

3000 bp Sens CTCGAGAACTCGAGGTTGTCTTCCCTCTGAAACGGT 

Transfection des plasmides luciférase 

Les vecteurs pGL4 avec le promoteur minimal de MGB1 générés sont transfectés 

dans les cellules MDA-MB-231. En parallèle, le vecteur renilla est transfecté pour 

normaliser l’expression la luciférase. L’agent de transfection choisi est le X-tremeGENE 

9 de Roche. Le protocole consiste à ensemencer des cellules MDA-MB-231 24 h pré-

transfection dans une plaque de 6 puits pour une confluence de 80 à 95 % (~500 000 

cellules par puits). 2 μg d’ADN plasmidique sont mélangés à 100 μL d’un ratio de 1 : 3 

X-tremeGENE 9 et Opti-MeM de ThermoFisher Scientific. La réaction de transfection est

brièvement agitée et incubée pendant 15 min à température ambiante. 100 μL de la 

solution sont ajoutés à une plaque de 6 puits (le volume du milieu sans antibiotique est de 

2 mL/puits). Les cellules sont remises à l’incubateur de 37 °C avec CO2 pour une 

incubation de 24 h post-transfection [175].  

Essai luciférase 

Les cellules transfectées sont détachées à l’aide de trypsine et comptées pour être 

ensemencées à ~10 000 cellules par puits dans une plaque blanche de 96 puits opaques 

avec un volume final de milieu de culture de 100 µL. 24 h plus tard, les cellules sont 

traitées avec du TNF-α 10 ng/mL, TGF-β 10 ng/mL, EGF 50 ng/mL, PMA (phorbol 

myristate acetate) 100 ng/mL, Ionomycin 1 µM, A23187 (ionophore) 1 µM, ou IKKε/ 

kinase liante à TANK 1 (TBK1) inhibiteur II 10 μM. Après 24 h de traitement, 50 µL de 
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milieu sont prélevés et remplacés par 50 µL d’agent Dual Glo de Promega. La plaque est 

incubée pendant 5 min et la luminescence est lue avec un lecteur de plaque. La luciférase, 

à l’aide du magnésium, change la luciférine en oxyluciférine et émet de la luminescence 

quantifiée par le lecteur de plaque.   

Extraction de protéines 

Pour déterminer l’expression protéique des isoformes de MGB1 et les autres 

protéines impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse, la prolifération et la 

migration, il faut d’abord extraire les protéines. Pour faire 1 mL de « whole cell lysate », 

un tampon de lyse est ajouté à environ 7 à 10 millions de cellules en culture préalablement 

lavées au PBS sans sel. Ce tampon de lyse est composé de : 0.125 M de Tris pH 6.8, 0.2 

g/mL de glycérol, 4 % SDS, 10 mg/mL fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF), 5μL 

inhibiteur de protéase cocktail set III (Calbiochem) et 100 mM sodium orthovanadate. Les 

protéines sont seringuées à l’aide d’une aiguille de calibre 21 jauges afin de fragmenter 

les membranes cellulaires et diminuer la viscosité. Les protéines sont conservées à -20 °C. 

Dosage des protéines 

Le dosage de protéines est effectué par colorimétrie en utilisant l’acide 

bicinchoninique (BCA) (ThermoFisher Scientific). Le dosage est effectué dans une plaque 

transparente de 96 puits et l’absorbance est prise à 562 nm par un spectrophotomètre 

(Spectra Max Plus de Molecular Device). Dans un milieu alcalin, les protéines réduisent 

le Cu2+ en Cu1+ qui réagit avec l’acide bicinchoninique et transforment le colorant bleu en 

une couleur mauve qui absorbe à 562 nm. L’intensité du produit est proportionnelle à la 

concentration de protéine qui peut être mesurée à l’aide d’une courbe étalon de BSA 

(bovine sérum-albumine). Les deux réactifs A et B sont mélangés avec un ratio 50 : 1; 

90 µL de ce mélange est pipettée dans les puits d’une plaque de 96 puits, 2.5 µL de 

l’extraction protéique sont ajoutés aux puits en triplicata. En parallèle, une dilution en 

série de BSA (de 62.5 µg/mL à 2000 µg/mL) est ajoutée aux puits de cette même plaque 

avec le mélange de réactif A et B. Ces dilutions de BSA servent de références pour 
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déterminer la quantité de protéine selon l’absorbance à 562 nm. La plaque est incubée à 

37 °C pendant 30 min avant de prendre la lecture grâce au lecteur de plaque. 

Immunobuvardage 

Une technique courante en biochimie moléculaire pour visualiser les protéines est 

un immunobuvardage. Le protocole est le suivant : 30 μg d’extraits protéiques sont 

mélangés avec le tampon Laemmli 6X pour électrophorèse sur gel de dodécylsulfate de 

sodium polyacrylamide (SDS-PAGE), chauffé à 95 °C pendant 5 min et séparé sur un gel 

SDS-polyacrylamide. Ce gel est formé de deux concentrations, un gel de concentration de 

4 % et d’un gel de séparation de 10 à 15 % de polyacrylamide. Plus le gel est concentré, 

plus il est aisé de visualiser les protéines de petites tailles comme la MGB1. La migration 

est réalisée à un voltage initial de 100 V pendant 15 min puis de 150 V pendant 1 h dans 

un tampon de migration MOPS-SDS (acide 3-(N-morpholino) propanesulfonique sodium 

dodecyl-sulfate) de Promega. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane 

difluorure de polyvinylidène (PVDF) (ThermoFisher Scientific) 0.2 µm (activée dans du 

méthanol) dans un tampon de transfert (25 mM Tris-HCl (pH 7.6), 192 mM glycine et 

20% méthanol) à 100 V pendant 1 h. La membrane est bloquée dans une solution de 

blocage (5 % de lait ou 3 % BSA dans un tampon de lavage PBS contenant 0.1 % de 

Tween 20) pendant 1 h à température ambiante. L’anticorps primaire (
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Tableau 14Tableau 15) est dilué dans la solution de blocage et incubé pendant 1 h à 

température ambiante ou 24 h à 4 °C. La membrane est lavée 3 fois pendant 15 min à 

l’aide du tampon de lavage qui est composé de PBS et Tween 20 à une concentration 0.01 

%. Elle est ensuite incubée pendant 1 h avec l’anticorps secondaire (Tableau 15) lié à la 

peroxydase de raifort (HRP) et diluée dans le tampon de blocage qui est composé de PBS 

et 3 % BSA. Après 3 lavages avec le tampon de lavage (PBS et Tween 20, 0.01 %.) 

(ThermoFisher Scientific), les membranes sont mises en contact avec un réactif de 

chimioluminescence (Westdura de la compagnie Pierce). La révélation de la luminescence 

produite par l’HRP est effectuée par l’intermédiaire de l’imageur BioRad Chemidoc MP 

Imaging System. 
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Tableau 14. Anticorps commercialisés qui ciblent MGB1 par immunobuvardage. 

Compagnie Épitope Poids Immunogénicité 

Abcam (ab83499) EVFMQLIYDSSLCDLF (exon3) 10 kDa Polyclonal 

Abcam 

(ab177905) 

Non déterminé 34 kDa Monoclonal 

ThermoFisher 

Scientific (MA5-

15716) 

Non déterminé 34 kDa Monoclonal 

Abcam (ab150359) MKLLMVLMLAALSQHCYA 

(exon 1) 

18 kDa Monoclonal 

Abcam (ab55416) Non déterminé 10 kDa Polyclonal 

Abcam (ab82203) Non déterminé 28 kDa Monoclonal 

Proteintec (23501-1-

AP) 

Non déterminé 6.5 kDa Polyclonal 

ThermoFisher 

Scientific 

(MA5-15479) 

Pleine longueur étiquette GST 

(Glutathione S-transférase) (26 kDa) 

34 kDa Monoclonal 

Tableau 15. Anticorps contrôles et secondaires pour immunobuvardage. 

Anticorps Compagnie Type 

Anti-souris HRP Abcam (ab6728) HRP 

Anti-lapin HRP Abcam (ab6721) HRP 

Anti-G3PDH Trevigen (2275-PC100) HRP 

Anti-Myc Abcam (ab9106) Étiquette 
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Construction des vecteurs d’expression pcDNA3.1 avec MGB1 et E2∆9 avec et sans 

étiquette Myc 

La détection de protéines peut aussi être réalisée par l’ajout d’une étiquette aux 

extrémités amino ou carboxy. L’ajout d’une séquence liante entre la protéine et l’étiquette 

assure que la protéine puisse se replier correctement et garder sa fonction cellulaire. Il 

existe plusieurs types d’étiquettes et de tailles de séquence liante. L’étiquette que nous 

avons choisie est la séquence Myc puisqu’elle est neutre et petite (EQKLISEEDL). 

Plusieurs tailles de séquences liantes (G3S) sont clonées entre l’étiquette et le clone E3/56 

et E2∆9 (Tableau 16). Les amorces sont utilisées pour amplifier le gène MGB1 dans la 

région 3’ UTR et ajouter une étiquette en C-terminal. Les enzymes de restriction XhoI et 

EcoRI sont utilisées pour cloner les amplicons de manière directionnelle dans le vecteur 

d’expression pcDNA 3.1. À la suite de la ligation, des bactéries sont transformées et 

sélectionnées sur des plaques d’agar avec 100 µg/mL d’ampicilline. Cinq colonies par 

vecteur sont amplifiées dans 5 mL de milieu LB avec 100 µg/mL d’ampicilline pendant 

24 h. Le plasmide est extrait par miniprep et séquencé par TCAG à Toronto. Les résultats 

sont analysés par Bioedit (bioedit.software.informer.com, le 5 janvier 2016) où le cadre 

de lecture est vérifié grâce au logiciel en ligne gratuit; Expasy 

(https://web.expasy.org/translate/, janvier le 26, 2016). Les clones sans erreurs dans la 

séquence d’ADN sont utilisés pour une plus grande production de vecteur par MaxiPrep 

Qiagen. Un aliquot de bactéries est congelé à -80 °C dans 30 % de glycérol.  

https://web.expasy.org/translate/
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Tableau 16. Amorces MGB1 avec étiquette Myc. Les amorces inverses (identifiés par 

R, R1, et R2) utilisées pour l’ajout d’étiquette aux transcrits MGB1 en C-terminal avec ou 

sans séquence liante de plusieurs tailles identifiées par I, II, ou III. Les étiquettes longues 

et III ont besoin de plusieurs amorces pour générer l’étiquette et la séquence liante (R1 et 

R2). L’amorce la plus en aval de la séquence comprend le site de restriction XhoI. 

Nom Séquence 

MGB1 R 

sans liant 

5’-ATTAAGCTTTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTT 

GTTCAA ATAAATCACAAAGACTGCTGTCATATATTAA-3’ 

MGB1 R1 

petit liant 

5’-AGATCCTCCTCCTCCAAATAAATCACAAAGACTGCTGTCA 

TATATTAA-3’ 

MGB1 R2 

Myc XhoI 

5’-ATTCTCGAGTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTT 

CAGATCCTCCTCCTCC-3’ 

MGB1 R1 

long liant 

5’-CAGCCCTCCGCCTCCGCTACCGCCTCCACCAGAGCCTCCTC 

CACCAAATAAATCACAAAGACTGCTGTCATATATTAA-3’ 

MGB1 R2 

II Myc 

XhoI 

5’-ATTCTCGAGTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTT 

CCAGCCCTCCGCCTCCG-3’ 

MGB1 R1 

III liant 

5’-ACCTCCCGAACCTCCGCCTCCGCTACCGCCTCCACCAGAAC 

CTCCTCCACCAGAACCTCCAAATAAATCACAAAGACTGCTGT

CATATATTAA-3’ 

MGB1 R2 

III Myc 

XhoI 

5’-ATTCTCGAGTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTT 

CACCTCCCGAACCTCC-3’ 

Amplification d’ADN 

Pour amplifier le vecteur, 250 mL de milieu LB avec 100 µg/mL d’ampicilline 

sont inoculés avec les bactéries de clones positifs et incubés à 37 °C avec une agitation de 

250 rpm pendant 24 h. Les bactéries sont culottées à 6000 x g pendant 5 min. Le culot est 

resuspendu avec 12 mL de milieu de resuspension. 12 mL de tampon de lyse sont ajoutés 

et les bactéries sont mélangées doucement par inversion. Le tampon de lyse est inhibé 

avec 12 mL de tampon de neutralisation. Le lysat est centrifugé à 15 000 x g pendant 15 

min à 4 °C. Le surnageant est introduit dans la colonne de MaxiPrep Qiagen pour capturer 



101 

le vecteur. La colonne est lavée avec le tampon de lavage et séchée. Le vecteur est 

solubilisé et récupéré avec 1 mL d’eau nanopure. Les vecteurs sont quantifiés à l’aide du 

Nanodrop à une absorbance de 260 et 280 nm.   

Transfection des plasmides pcDNA3.1 MGB1 et E2∆9 avec étiquette Myc 

Les vecteurs pcDNA 3.1 MGB1 et E2∆9 générés sont transfectés dans les cellules 

SKBR3. L’agent de transfection choisi est le X-tremeGENE 9 de Roche. Le protocole 

consiste à ensemencer des cellules 24 h pré-transfection dans une plaque de 6 puits pour 

une confluence de 80 à 95 % (~500 000 cellules par puits). 2 μg d’ADN plasmidique sont 

mélangés à 100 μL d’un ratio de 1 : 3 de X-tremeGENE 9 et Opti-MeM de ThermoFisher 

Scientific. La réaction de transfection est brièvement agitée et incubée pendant 15 min à 

température ambiante. 100 μL de la solution sont ajoutés à une plaque de 6 puits (le 

volume du milieu sans antibiotique est de 2 mL). Les cellules sont remises à l’incubateur 

de 37 °C avec CO2 pour une incubation de 24 h post-transfection [175].  

Lyse cellulaire pour co-immunoprécipitation 

Les cellules sont lavées deux fois au PBS froid (ThermoFisher Scientific), puis 

lysées à 4 °C avec un tampon de lyse (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-

pipérazineéthanesulfonique (HEPES) 50 mM pH 7.3; EDTA 0.1 mM; DTT 0.5 mM; 

Glycérol 10 %; NaCl 50 mM) additionné de 1 % Triton et de l’antiprotéase suivie d’une 

rotation de 2 h et d’une centrifugation à 1000 x g à 4 °C pour 30 min. Après une incubation 

de 2 h avec inversion sur une roue à 4 °C, les lysats sont centrifugés, 16 000 x g, 20 min, 

4 °C. Le surnageant de chaque lysat est délicatement prélevé et conservé pour analyse. 

Co-immunoprécipitation 

Les protéines sont précipitées à l’aide de billes couplées à un anticorps anti-Myc 

et la révélation est effectuée par un anticorps secondaire de souris immunoglobuline G 

(IgG) couplée à l’HRP. Le lysat et le milieu de culture cellulaire des cellules SKBR3 sont 
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centrifugés à 16 000 x g pendant 15 min à 4 °C avant chaque manipulation. 40 µL de billes 

magnétiques couplées avec l’anticorps anti-Myc sont lavés avec 1 mL de tampon de lyse 

(HEPES 50 mM ph 7.3; EDTA 0.1 mM; DTT 0.5 mM; Glycérol 10 %; NaCl 50 mM), 

puis précipités à l’aide d’un aimant pendant 3 à 5 min ou jusqu’à ce que le surnageant soit 

clair. Le surnageant est ensuite prélevé et le lavage est répété trois fois.  

 

Coloration au nitrate d’argent 

 

Les échantillons de lysat préalablement dilués à une concentration de 1 mg/mL 

sont ajoutés aux billes lavées puis sont agités à 4 °C pendant 2 h. Un contrôle contenant 

seulement les billes est réalisé en même temps que les lysats en utilisant le tampon de lyse 

sans protéines. Après l’incubation, trois lavages sont réalisés avec du tampon de lyse et 

les billes sont précipitées avec l’aimant pendant 3 à 5 min. Après le dernier lavage, 25 µL 

de tampon Laemmli sont ajoutés aux billes. L’ensemble est chauffé à 95 °C pendant 5 min 

en vue de l’analyse en gel. Celle-ci se fait par coloration à l’argent. Le gel est lavé dans 

une solution d’éthanol 20 % pendant 10 min, une solution d’éthanol 10 % pendant 10 min 

puis dans de l’eau distillée pendant 10 min deux fois. Le gel est ensuite incubé pendant 1 

min dans une solution de thiosulfate de sodium à 0.02 %. Le gel est rincé avec de l’eau 

distillée pendant 1 min deux fois. Le gel est incubé dans une solution de nitrate d’argent 

à 0.2 % pendant 30 min et lavé dans de l’eau distillée pendant 15 s. La coloration est 

développée dans une solution contenant du carbonate de sodium 3 %, du thiosulfate de 

sodium 0.00125 % et du formol 0.03%. La coloration est arrêtée par une solution d’acide 

acétique à 5 % pendant 30 min. Le gel est rincé dans de l’eau distillée pendant 30 min et 

l’image est visualisée. 

 

Digestion PNGase 

 

 Les modifications post-traductionnelles comme la glycosylation font partie de la 

maturation des protéines. Les sucres ajoutés à certains résidus pendant la maturation de la 

protéine peuvent camoufler les régions de digestion trypsique. 1 à 5 µg de protéines 

glycosylées sont combinés au tampon de dénaturation 10x pour un volume final de 10 µL. 
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Les protéines sont dénaturées par une incubation de 10 min à 100 °C. Après une 

incubation de 10 min sur glace, les protéines sont centrifugées pour 10 s et 2 µL de 

GlycoBuffer 3 (10x) (New England Biolabs), 2 µL de 10 % de nonyl 

phénoxypolyéthoxyléthanol-40 (NP-40) (ThermoFisher Scientific) et 6 µL d’eau 

nanupure sont ajoutés. 1 µL de PNGase A (New England Biolabs) est utilisé pour extraire 

les sucres liés aux résidus aminés. L’enzyme est activée à 37 °C et incubée pendant 1 h.  

Digestion trypsique à partir d’un gel 

Les échantillons immunoprécipités sont tout d’abord concentrés en une seule 

bande sur un gel précoulé NuPage 4 à 12 %, le gel est lavé à l’eau nanopure pendant 5 

min puis coloré au bleu de Coomassie (Imperial Protein Stain, ThermoFisher Scientific) 

sous agitation pendant 12 h à température ambiante. Le gel est ensuite décoloré par des 

lavages à l’eau nanopure. Les bandes sont alors découpées en 3 morceaux et déposées 

dans une plaque de 96 puits. La décoloration se poursuit avec 2 lavages de 5 min de 

100 µL d’une solution d’ammonium bicarbonate (NH4HCO3) 100 mM acétonitrile 

(CH3CN) 50/50, à température ambiante. Ensuite les bandes sont réhydratées avec 75 µL 

de NH4HCO3 100mM, pendant 5 min, puis 75 µL d’acétonitrile pur sont ajoutés pour une 

incubation de 20 min. La solution est prélevée, plusieurs cycles de lavages peuvent être 

réalisés pour la décolorer le plus possible. 

Réhydratation et alkylation 

Les bandes sont réhydratées avec 100 µL d’une solution de DTT 10 mM, 

NH4HCO3 0.1M pendant 45 min à 56 °C. La solution est remplacée rapidement par 

100 µL d’une solution de 55 mM de iodoacétamide et 25 mM de NH4HCO3 à l’obscurité 

pendant 30 min à température ambiante. Les bandes sont ensuite lavées avec 5 mL d’une 

solution de 25 mM de NH4HCO3 et 25 mM de CH3CN deux fois pendant 10 min à 

température ambiante, la solution est prélevée et les bandes sont séchées. 
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Digestion trypsique et extraction des peptides 

La digestion s’effectue avec une solution de trypsine (Modified Trypsin Porcin, 

Promega) (trypsine 12.5 ng/μL, NH4HCO3 25 mM), incubation à 37 °C, pendant 12 h. 

L’extraction est effectuée avec l’ajout d’une solution d’acide formique 5 % (75 µL dans 

chaque puits), puis le mélange est soniqué pendant 10 min. Le liquide est récupéré dans 

un tube Eppendorf pour chaque puits. Par la suite, une solution d’acide formique 5 % 

acétonitrile 40/60 est ajoutée aux puits (100 µL), puis le mélange est soniqué pendant 10 

min (étape réalisée deux fois). Une fois l’extraction effectuée, les échantillons sont séchés 

sous vide au Speed Vac (Eppendorf) pendant 2 h.  

Analyse par spectrométrie de masse 

Les échantillons des immunoprécipitations intra et extra cellulaire sont mélangés 

pour chaque conditions et sont analysés sur un spectromètre de masse de type Q Exactive 

plus de ThermoFisher Scientific couplé en amont à un système nanochromatographique 

de type Ultimate 3000 RSLC de ThermoFisher Scientific. Les échantillons sont 

reconstitués avec de l’acide trifluoroacétique 0.1 % à 4 % d’acétonitrile. L’analyse par 

spectrométrie de masse est réalisée par chromatographie en phase liquide couplée à 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MSMS) en utilisant un système Q Exactive Plus 

hybride quadrupolaire-Orbitrap en ligne avec un système de chromatographie nanoLC 

Ultimate 3000 ThermoFisher Scientific. Pour chaque échantillon biologique, 5 µL 

correspondant à 25 % de l’échantillon digéré sont injectés en double sur le système. Après 

une préconcentration et un lavage de l’échantillon sur une colonne de Acclaim PepMap 

100 (C18, 2 cm x 100 μm tailles de pores de diamètre intérieur 100 A, granulométrie de 5 

μm), les peptides sont séparés sur une colonne de LC EASYspray ThermoFisher Scientific 

(C18, 50 cm x 75 μm tailles de pores de diamètre intérieur 100 A) à un débit de 

300 nL/min selon un gradient linéaire en 2 étapes (2-22 % d’acétonitrile/eau ; 0.1 % 

d’acide formique pendant 100 min et 22 à 32 % d’acétonitrile/eau; 0.1 % d’acide formique 

pendant 20 min). Pour l’ionisation des peptides dans la source EASYSpray, une tension 

de 1.9 kV et une température de 250 °C sont appliquées sur le capillaire. Tous les 
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échantillons sont mesurés dans un mode DDA (data dépendant d’acquisition). Chaque 

analyse est précédée d’un blanc afin de surveiller les contaminations internalisées. Les 

masses peptidiques sont mesurées en mode spectrométrie de masse (MS) sur une plage de 

balayage 375-1500 masse par charge (m/z), avec résolution pleine largeur à mi-hauteur 

(FWHM) 70 K à m/z = 400, valeur ACG de 3 x 106 et temps d’injection maximum de 

100 ms. Après une première analyse MS en mode haute résolution dans l’Orbitrap, les 10 

ions précurseurs présentant les intensités les plus fortes sont successivement fragmentés 

en cellules de dissociation collisionnelle à haute énergie (HCD) et mesurés en Orbitrap 

(énergie de collision normalisée de 25 %, temps d’activation de 10 ms, valeur AGC de 

1.00 x 103, seuil d’intensité 1.00 x 104, temps d’injection maximal 100 ms, fenêtre 

d’isolement 2 m/z, résolution 17.5 K FWHM, plage de balayage 200 à 2000 m/z). 

L’exclusion dynamique est fixée à une durée d’exclusion de 20 s. 

3.3 Résultats 

Pour comprendre si les isoformes transcriptionnelles sont exprimées en protéines, 

nous avons regardé si elles sont liées à des ribosomes. Le fractionnement polysomal des 

cellules du cancer du sein MDA-MB-231, MDA-MB-415, MDA-MB-468, BT-549, 

T47D, SKBR3, MCF7, et des cellules saines immortalisées MCF10A et MCF12A 

révèlent qu’à une longueur d’onde de 254 nm, aucune protéine n’est détectée et que les 

fractions 1 et 2 correspondent aux fractions légères dépourvues de ribosome. Les fractions 

3 à 8 contiennent des protéines qui absorbent à 254 nm et elles sont considérées comme 

étant les fractions lourdes (Graphique 6). Il est normal que la fraction légère soit dans les 

premières fractions puisque les protéines plus lourdes que l’ARN libre descendent dans le 

tube de gradient de sucrose pendant la centrifugation. Les fractions du haut sont aspirées 

en premier dans de Teledyne Isco Foxy Jr Junior Fraction Collector. Les fractions 1 et 2 

sont combinées ainsi que les fractions 3 à 8.   
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Graphique 6. Fractionnement polysomal des cellules du cancer du sein MDA-MB-

231, MDA-MB-415, MDA-MB-468, BT-549, T47D, SKBR3, MCF7, et des cellules 

saines immortalisées MCF10A et MCF12A. L’absorbance à 254 nm permet d’isoler 

selon les différentes fractions les ARNm de MGB1 liées aux ribosomes. La fraction lourde 

(3 à 8) contient les ribosomes alors que la fraction légère (1 et 2) représente l’ARNm libre 

de MGB1. 

Le 3’ RACE des différentes fractions, selon les lignées cellulaires mammaires 

utilisées pour la découverte d’isoformes, montre que les isoformes E3/56 de MGB1 sont 

exprimées dans toutes les fractions des cellules MDA-MB-415, BT-549, et SKBR3. 

Toutes les autres lignées cellulaires, à l’exception de MDA-MB-231, expriment une forme 

pleine longueur de MGB1. L’isoforme E1/39∆2-3 se retrouve dans la fraction lourde pour 

les lignées cellulaires MCF7 et MDA-MB-231, mais se retrouve dans la fraction légère 

pour les cellules MDA-MB-468 (Figure 16). Les isoformes E2/150∆3 et E2/170∆3 sont 

retrouvées dans la fraction lourde des cellules MDA-MB-231 et T47D, mais dans la 

fraction légère pour les cellules SKBR3 (Figure 17). Les isoformes E1/39∆2-3, E2/150∆3 
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et E2/170∆3 sont donc liées à un ribosome dans certaines lignées cellulaires du cancer du 

sein. Cela signifie qu’elles sont traduites en une protéine ou font partie du NSD ou NGD. 

Les cellules MCF10A et MCF12A ne possèdent aucune isoforme tronquée de MGB1 

(Figure 17Figure 18). Seules les cellules cancéreuses possèdent des transcrits plus courts, 

soit dans la fraction lourde ou légère (Figure 18. Isoformes ARN transcriptionnelles de 

MGB1 dans la fraction du complexe de polysomes lourde et légère des cellules 

MCF12A. Puits 1 : Échelle 100 bp (ThermoFisher Scientific), puits 2 : MCF12A fraction 

lourde PCR MGB1 (E3/56), puits 3 : MCF12A fraction légère PCR MGB1 (E3/56), puits 

4 : MCF12A fraction lourde PCR nichée (E3/56), puits 5 : MCF12A fraction légère PCR 

nichée (E3/56), puits 6 : Contrôle de produit d’ARN inverse et de réactif PCR. Les extraits 

d’ARNm des fractions lourdes et légères ont été amplifiés en utilisant une amorce sens 

qui est spécifique au gène MGB1 et une amorce antisens qui est complémentaire à une 

étiquette ajoutée pendant la rétrotranscription. 

 

Tableau 17) et leur présence n’est pas associée aux cellules ayant un phénotype malin ou 

associé à un stade de la maladie du cancer du sein.  
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Figure 16. Isoformes ARN transcriptionnelles de MGB1 dans la fraction du 

complexe de polysomes lourde et légère des cellules MCF7, MDA-MB-231, MDA-

MB-415, MDA-MB-468. Puits 1 : Échelle 100 bp (ThermoFisher Scientific), puits 2 : 

MCF7 fraction lourde PCR MGB1 (E3/56, E1/39∆2-3), puits 3 : MCF7 fraction légère 

PCR MGB1 (E3/56), puits 4 : MCF7 fraction lourde PCR nichée (E1/39∆2-3), puits 5 : 

MCF7 fraction légère PCR nichée (E3/56, E1/39∆2-3), puits 6 : MDA-MB-231 fraction 

lourde PCR MGB1 (E2/150∆3, E2/170∆3), puits 7 : MDA-MB-231 fraction légère PCR 

MGB1 (E1/39∆2-3), puits  8 : MDA-MB-231 fraction lourde PCR nichée (E2/150∆3, 

E2/170∆3), puits 9 : MDA-MB-231 fraction légère PCR nichée (E1/39∆2-3), puits 10 : 

MDA-MB-415 fraction lourde PCR MGB1 (E3/56, E3/75, E3/47, E2∆9), puits 11 : MDA-

MB-415 fraction légère PCR MGB1 (E3/56, E3/75, E3/47, E2∆9), puits 12 : MDA-MB-

415 fraction lourde PCR nichée (E3/56, E3/75, E3/47, E2∆9), puits 13 : MDA-MB-415 

fraction légère PCR nichée (E3/56, E3/75, E3/47, E2∆9), puits 14 : MDA-MB-468 

fraction lourde PCR MGB1 (E3/56), puits 15 : MDA-MB-468 fraction légère PCR MGB1 

(E3/56, E1/39∆2-3), puits 16 : MDA-MB-468 fraction lourde PCR nichée (E3/56, E2∆9), 

300 pb 

500 pb 

1000 pb 

Légende : 

1. Échelle 100 bp (ThermoFisher

Scientific)

2. MCF7 f. lourde PCR MGB1

3. MCF7 f. légère PCR MGB1

4. MCF7 f. lourde PCR nichée

5. MCF7 f. légère PCR nichée

6. MDA-MB-231 f. lourde PCR

MGB1

7. MDA-MB-231 f. légère PCR

MGB1

8. MDA-MB-231 f. lourde PCR

nichée

9. MDA-MB-231 f. légère PCR nichée

10. MDA-MB-415 f. lourde PCR

MGB1

11. MDA-MB-415 f. légère PCR

MGB1

12. MDA-MB-415 f. lourde PCR

nichée

13. MDA-MB-415 f. légère PCR nichée

14. MDA-MB-468 f. lourde PCR

MGB1

15. MDA-MB-468 f. légère PCR

MGB1

16. MDA-MB-468 f. lourde PCR

nichée

17. MDA-MB-468 f. légère PCR nichée

18. Vide

19. Contrôle de produit d’ARN inverse

et de reactif PCR
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puits 17 : MDA-MB-468 fraction légère PCR nichée (E3/56, E2∆9), puits 18 : vide, puits 

19 : Contrôle de produit d’ARN inverse et de réactif PCR. Les extraits d’ARNm des 

fractions lourdes et légères ont été amplifiés en utilisant l’amorce sens qui est spécifique 

au gène MGB1 et l’amorce antisens est complémentaire à une étiquette ajoutée pendant la 

rétrotranscription. 

Figure 17. Isoformes ARN transcriptionnelles de MGB1 dans la fraction du 

complexe de polysomes lourde et légère des cellules BT-549, SKBR3, T47D, 

MCF10A. Puits 1 : Échelle 100 bp (ThermoFisher Scientific), puits 2 : BT-549 fraction 

lourde PCR MGB1 (E3/56, E3/75, E3/47), puits 3 : BT-549 fraction légère PCR MGB1 

(E3/56, E3/75, E3/47), puits 4 : BT-549 fraction lourde PCR nichée (E3/56, E3/75, 

E3/47), puits 5 : BT-549 fraction légère PCR nichée (E3/56, E3/75, E3/47), puits 6 : 

SKBR3 fraction lourde PCR MGB1 (E3/56, E3/75, E3/47), puits 7 : SKBR3 fraction 

  1   2   3    4  5   6   7   8   9  10  11 12  13 14  15 16 17  18 
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5. BT-549 f. légère PCR nichée

6. SKBR3 f. lourde PCR MGB1

7. SKBR3 f. légère PCR

8. SKBR3 f. lourde PCR nichée

9. SKBR3 f. légère PCR nichée

10. T47D f. lourde PCR MGB1

11. T47D f. légère PCR MGB1

12. T47D f. lourde PCR nichée

13. T47D f. légère PCR nichée

14. MCF10A f. lourde PCR

MGB1

15. MCF10A f. légère PCR

MGB1

16. MCF10A f. lourde PCR
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légère PCR MGB1 (E3/56, E3/75, E3/47, E2/170∆3), puits  8 : SKBR3 fraction lourde 

PCR nichée (E3/56, E3/75, E3/47), puits 9 : SKBR3 fraction légère PCR nichée (E3/56, 

E3/75, E3/47), puits 10 : T47D fraction lourde PCR MGB1 (E3/56, E2/170∆3), puits 11 : 

T47D fraction légère PCR MGB1 (E3/56), puits 12 : T47D fraction lourde PCR nichée 

(E3/56), puits 13 : T47D fraction légère PCR nichée (E3/56), puits 14 : MCF10A fraction 

lourde PCR MGB1 (E3/56), puits 15 : MCF10A fraction légère PCR MGB1 (E3/56), puits 

16 : MCF10A fraction lourde PCR nichée (E3/56), puits 17 : MCF10A fraction légère 

PCR nichée (E3/56), puits 18 : Contrôle de produit d’ARN inverse et de réactif PCR. Les 

extraits d’ARNm des fractions lourdes et légères ont été amplifies en utilisant une amorce 

sens qui est spécifique au gène MGB1 et une amorce antisens qui est complémentaire à 

une étiquette ajoutée pendant la rétrotranscription. 

Figure 18. Isoformes ARN transcriptionnelles de MGB1 dans la fraction du 

complexe de polysomes lourde et légère des cellules MCF12A. Puits 1 : Échelle 100 bp 

(ThermoFisher Scientific), puits 2 : MCF12A fraction lourde PCR MGB1 (E3/56), puits 

3 : MCF12A fraction légère PCR MGB1 (E3/56), puits 4 : MCF12A fraction lourde PCR 

nichée (E3/56), puits 5 : MCF12A fraction légère PCR nichée (E3/56), puits 6 : Contrôle 

de produit d’ARN inverse et de réactif PCR. Les extraits d’ARNm des fractions lourdes 

et légères ont été amplifiés en utilisant une amorce sens qui est spécifique au gène MGB1 

Légende : 

1. Échelle 100 bp

(ThermoFisher Scientific),

puits

2. MCF12A f. lourde PCR

MGB1

3. MCF12A f. légère PCR

MGB1

4. MCF12A f. lourde PCR

nichée

5. MCF12A f. légère PCR

nichée

6. Contrôle de produit d’ARN

inverse et de réactif PCR
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et une amorce antisens qui est complémentaire à une étiquette ajoutée pendant la 

rétrotranscription. 

 

Tableau 17. Expression des ARN isoformes de MGB1 dans les factions lourdes et 

légères de cellules du cancer du sein MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-415, MDA-

MB-486, BT549-1, SKBR3, T47D et des cellules saines immortalisées MCF10A et 

MCF12A. 
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La présence des isoformes tronquées dans la fraction lourde de certaines lignées 

cellulaires du cancer du sein suggère que celles-ci sont en traduction ou font partie de la 

cascade NSD ou NGD médiée par la protéine HBS1. L’inhibition du gène HBS1 permet 

aux ribosomes de se détacher des transcrits tronqués sans codon d'arrêt. Pour élucider ceci, 

nous avons inhibé l’expression du gène HBS1 chez les cellules SKBR3 pendant 24, 48 et 

72 h. L’inhibition du gène HBS1 est confirmée par qPCR (Graphique 7). On observe que 

chez les cellules transfectées avec le siARN contrôle, le transcrit isoforme E2/170∆3 

augmente avec le temps. Toutefois, dans les cellules transfectées avec le siARN ciblant 

HBS1, la quantité de l’ARN de E2/170∆3 est constante avec le temps. De plus, l’ARNm 

wt de MGB1 est sous-exprimé (Figure 19). Ceci suggère que la présence ou l’absence de 

la protéine HBS1 n’affecte pas la dégradation de l’ARNm de MGB1 et ses isoformes. Plus 

d’étude sont nécessaires pour conclure que les transcrits ARNm de MGB1 ne sont pas 

impliqués dans la cascade NSD ou NGD. 
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Figure 19. Isoformes ARN transcriptionelles de MGB1 dans les cellules transfectées 

avec siARN contrôle et siARN HBS1. Puits 1 : Échelle 100 bp (ThermoFisher 

Scientific), puits 2 : SKBR3 siARN contrôle 24 h (E3/56, E3/75, E3/47), puits 3 : SKBR3 

siARN contrôle 48 h (E3/56, E3/75, E3/47), puits 4 : SKBR3 siARN contrôle 72 h (E3/56, 

E3/75, E3/47, E2/170∆3), puits 5 : SKBR3 siARN HBS1 24 h (E3/56, E3/75, E3/47, 

E2/170∆3), puits 6 : SKBR3 siARN HBS1 48 h (E3/56, E3/75, E3/47, E2/170∆3), puits 

7 : SKBR3 siARN HBS1 72 h (E3/56, E3/75, E3/47, E2/170∆3), puits 8 : Contrôle de 

produit d’ARN inverse et de réactif PCR. Les cellules SKBR3 sont transfectées pendant 

24 à 72 h avec un siARN contrôle ou ciblant HBS1. L’ARNm est extrait des SKBR3 et 

rétrotranscrit. Une PCR 3’ RACE avec des amorces ciblant MGB1 est réalisée sur l’ADNc 

pour amplifier les isoformes de MGB1 et visualiser l’amplification PCR sur gel d’agarose.   

Légende : 

1. Échelle 100 bp (ThermoFisher

Scientific)

2. SKBR3 siARN contrôle 24h

(E3/56, E3/75, E3/47) 

3. SKBR3 siARN contrôle 48 h

(E3/56, E3/75, E3/47) 

4. SKBR3 siARN contrôle 72 h

(E3/56, E3/75, E3/47,

E2/170∆3),

5. SKBR3 siARN HBS1 24h

(E3/56, E3/75, E3/47,

E2/170∆3),

6. SKBR3 siARN HBS1 48 h

(E3/56, E3/75, E3/47,

E2/170∆3),

7. SKBR3 siARN HBS1 72 h

(E3/56, E3/75, E3/47,

E2/170∆3),
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Graphique 7. Niveau d’expression d’ARNm transcriptionnel de HBS1 dans les 

cellules SKBR3 transfectées avec un siARN ciblant HBS1. L’expression relative de 

l’ARNm de HBS1 a été déterminée par la rétrotranscription suivie d’une qPCR et 

normalisée avec le gène HPRT. Les cellules SKBR3 transfectées avec le siHBS1, les 

cellules SKBR3 transfectées avec le si contrôle (siCT), et les cellules SKBR3 non 

transfectées ont été évaluées 24 h et 72 h post-transfection. L’amplification de l’ARNm 

de HBS1 a été réalisée grâce à l’utilisation d’une paire d’amorces ciblant HBS1 et 

normalisée en utilisant des amorces ciblant le gène HPRT. L’expérience a été réalisée en 

triplicata expérimental et biologique. Les analyses statistiques ont été effectuées avec un 

Anova à facteur unique, *p>0.00001. 

Puisque l’expression des transcrits isoformes de MGB1 ne semble pas être médiée 

par le NGD et le NSD impliquant la protéine HBS1, nous avons tenté d’élucider quelle 

région du promoteur est responsable de l’expression du gène MGB1 dans les cellules 

cancéreuses du sein MDA-MB-231. Le promoteur minimal du gène de MGB1 peut révéler 

l’activité du gène. Les séquences en amont de l’ORF de MGB1 ont donc été amplifiées et 

clonées dans le vecteur d’expression pGL4 qui contient la séquence luciférase (Figure 

20). 
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Figure 20. Région 1000, 2000 et 3000 pb en amont du gène MGB1. Puits 1 : Échelle 

1 kb (ThermoFisher Scientific), puits 2 à 4 : Promoteur MGB1 1000 pb amplifiés dans les 

cellules MDA-MB-231, MCF7, SKBR3, puits 5 à 7 : Promoteur MGB1 2000 pb amplifiés 

dans les cellules MDA-MB-231, MCF7, SKBR3, puits 8 à 10 : Promoteur MGB1 3000 pb 

amplifiés dans les cellules MDA-MB-231, MCF7, SKBR3. L’ADN génomique des 

cellules MDA-MB-231, MCF7, SKBR3 ont été amplifiés en utilisant des amorces qui 

ciblent le promoteur du gène MGB1 et qui forment un produit PCR de 1000, 2000, et 3000 

pb. 

Les différentes longueurs de séquences en amont du gène MGB1 peuvent être 

ciblées par certains facteurs de transcription induits par l’ajout de molécules incluant la 

TNF-α, TGF-β, EGF, PMA (phorbol myristate acétate), Ionomycin, A23187 (ionophore), 

ou d’inhibiteur IκB kinase ε (IKKε)/TBK1. Cependant, l’ajout du PMA/Ionomycin active 

toutes les longueurs de séquences en amont du gène MGB1 ne révélant pas quelles 

séquences pourraient être le promoteur minimal. De plus, l’ajout du TGF-β, EGF, et 

A23187 semblent inhiber l’activation du promoteur de MGB1. Une des cascades qui est 

affectée par le mélange de PMA/Ionomycine active les facteurs de transcription Facteur 

nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT) et NFκB (Graphique 8). La PMA est un 

analogue de la diacylglycérol (DAG) activateur des cascades Ras-MEK-ERK et PKC-NF-

κB impliquées dans l’apoptose, la prolifération et la migration des cellules [181]. 

1  2  3   4    5  6   7   8   9  10 

Légende : 

1. Échelle 1 kb

2 à 4 : Promoteur MGB1 1000 pb MDA-

MB-231, MCF7, SKBR3

5 à 7 : Promoteur MGB1 2000 pb MDA-

MB-231, MCF7, SKBR3

8 à 10 : Promoteur MGB1 3000 pb MDA-

MB-231, MCF7, SKBR3

3000 pb 

2000 pb 

1000 pb 



116 

Graphique 8. Activation du promoteur du gène MGB1 en amont du gène luciférase 

chez les cellules cancéreuses MDA-MB-231. Les cellules MDA-MB-231 ont été 

transfectées à l’aide de 3 différentes longueurs de promoteur génomique de MGB1 (1000, 

2000, 3000 pb) présentant un gène luciférase en aval. En parallèle, le vecteur contenant le 

gène renilla est transfecté pour normaliser les résultats. Les cellules ont été traitées avec 

TNF-α 10 ng/mL, TGF-β 10 ng/mL, EGF 50 ng/mL, PMA (phorbol myristate acétate) 

100 ng/mL, Ionomycine 1 µM, A23187 (ionophore) 1 µM, ou IKKε/ kinase liante à 

TANK 1 (TBK1) inhibiteur II 10μM. La condition NT représente la condition non traitée 

où les cellules n’ont reçu aucun traitement. L’activité du promoteur est mesurée par la 

luciférase émise par les cellules et détectée par un lecteur luminomètre de plaque. 

L’expérience a été réalisée en triplicata expérimental et biologique et représente les barres 

d’erreurs. Ces traitements ne semblent pas affecter l’activité de la protéine MGB1 de façon 

significative. Le test Anova à facteur unique est non significatif entre le contrôle (NT) et 

les conditions traitées avec TNF-α, TGF-β, EGF, PMA, Ionomycine, A23187, ou IKKε/ 

TBK1 pour les cellules transfectée avec les différentes tailles de promoteur du gène 

MGB1 en amont du gène luciférase. 

La transcription du gène MGB1 ne semble pas être affectée par le traitement de 

TNF-α, TGF-β, EGF, A23187 (ionophore), anti-IKK mais on observe une activation 

lorsque traité au PMA/Ionomycine. D’autres études seront nécessaires pour déterminer ce 
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qui active le promoteur du gène MGB1. Pour évaluer l’expression de l’ARNm qui corrèle 

avec le niveau d’expression protéique de MGB1, nous avons identifié des anticorps 

commercialisés qui pourraient cibler chaque protéine isoforme de MGB1. Nous voulons 

déterminer si l’expression protéique du gène MGB1 corrèle avec le niveau d’expression 

des ARNm des isoformes de MGB1 découvertes. Pour déterminer si certains anticorps 

déjà commercialisés parviennent à identifier des isoformes de MGB1, nous avons effectué 

un immunobuvardage sur les extraits protéiques de cellules MCF10A, MDA-MB-231, 

MCF7, SKBR3, T47D et MDA-MB-415. Nous observons qu’aucun des anticorps 

commercialisés (Figure 21) ne présente la bande de tailles prédites par le fournisseur 

variant entre 6.5 et 34 kDa (
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Tableau 144). Plus d’études seront nécessaires pour déterminer si les bandes qui sont de 

taille plus grandes sont des isoformes de MGB1 ou des liaisons non spécifiques par les 

anticorps lors de la détection de l’immunobuvardage. 



119 

 

 

Figure 21. Immunobuvardage de la protéine MGB1 extraite des cellules MCF10A, 

MDA-MB-231, MCF7, SKBR3, T47D et MDA-MB-415. Le contrôle de chargement 

(A) anti-G3PDH et les anticorps commercialisés anti-MGB1 : Abcam (ab83499) (B),

Abcam (ab177905) (C) ThermoFisher Scientific (MA5-15716) (D), Abcam (ab150359) 

(E), Abcam (ab55416) (F), Proteintec (23501-1-AP) (G), ThermoFisher Scientific (MA5-

15479) (H) ont été utilisés comme anticorps primaires pour détecter 30 μg d’extraits 

protéiques des cellules MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, SKBR3, T47D et MDA-MB-

415. Les protéines ont été migrées sur un gel SDS-PAGE et transférées sur une membrane

PVDF. À la suite d’un blocage de la membrane avec 3% BSA, les anticorps primaires ont 

été incubés pendant 24 h à 4 °C. Les anticorps secondaires liés à un HRP ont été incubés 
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pendant 1 h à température ambiante. Après plusieurs lavages, les membranes sont mises 

en contact avec un réactif de chimioluminescence (Westdura Pierce). La révélation de la 

luminescence produite par l’HRP est effectuée par l’intermédiaire de l’imageur BioRad 

Chemidoc MP Imaging System. 

Puisqu’aucun des résultats d'immunobuvardage avec les anticorps commercialisés 

ciblant la protéine MGB1 n'est concluant, nous avons ajouté une étiquette Myc en C-

terminal à l’isoforme wt et E2∆9, les deux isoformes qui contiennent un codon d'arrêt. 

Une séquence liante (G4S)3 était nécessaire pour arriver à capturer l’étiquette Myc liée à 

la protéine MGB1 wt et E2∆9. De plus, deux séquences consécutives de l’étiquette Myc 

ont été ajoutées pour lier plus fortement les protéines aux billes magnétiques Myc-trap.  

Nous observons par immunobuvardage des extraits protéiques de cellules SKBR3 

transfectées avec la forme recombinante de MGB1-Myc et E2∆9-Myc. Ces protéines sont 

capturées par les billes magnétiques anti-myc et leurs tailles sont d’environ 20 kDa. Leurs 

formes extracellulaires sont de 25 kDa et nous constatons une traînée de la bande 

indiquant que la protéine est possiblement glycosylée. Le traitement à la PNGase de 

MGB1-Myc et E2∆9-Myc montre que MGB1 est doublement glycosylée. En effet, nous 

remarquons une forme des protéines MGB1 et E2∆9 non glycosylée à 10 kDa, la taille 

prédite de la protéine. Nous observons aussi une première forme glycosylée à 20 kDa et 

la forme sécrétée avec une seconde glycosylation à 25 kDa (Figure 22). C’est la première 

fois que notre équipe confirme sur le plan expérimental que les protéines MGB1 et E2∆9 

sont doublement glycosylées pré-sécrétion.  
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Figure 22. Immunobuvardage des extraits protéiques de l’immunoprécipitation 

intracellulaire et surnageant des cellules du cancer du sein SKBR3. Les protéines ont 

été immunoprecipitées par des billes magnétiques Myc du lysat intracellulaire (IP 

Intracellulaire) et du milieu de culture (IP Surnageant) des cellules SKBR3 transfectées 

avec le plasmide contrôle pcDNA (pcDNA), le plasmide MGB1-myc (MGB1) et le 

plasmide E2∆9-myc (E2∆9). Un échantillon de l’éluat des billes a été digéré au PNGase 

et 20 μl de protéines ont été mis sur gel SDS-PAGE. Le gel a été coloré au nitrate d’argent 

pour visualiser les protéines.   

Pour nous guider dans la quête de découvrir les protéines qui interagissent avec 

MGB1, nous avons essayé les banques de données en ligne comme Genemania 

(https://genemania.org/, 6 juillet 2017). Jusqu’à présent, il existe peu d’informations sur 

les protéines qui interagissent avec MGB1. Bien qu’elles soient exhaustives, les banques 

de données sur les interactions protéiques comme Genemania contiennent peu de résultats 

qui élucident les interactions protéiques de MGB1. Selon cette base de données, la 

protéine MGB1 interagit physiquement seulement avec la LIPB et la Protéine Spécifique 

IP Intracellulaire     IP Surgnageant 

https://genemania.org/
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des Leucocytes 1 (LSP1) (Figure 23). Le rôle de la LIPB n’est toujours pas élucidé et sa 

présence ou son absence ne semble pas avoir d’effet sur le cancer du sein [52]. La protéine 

LSP1 est impliquée dans le transport de l’actine et myosine sur le cytosquelette [52]. Le 

gène CDKN2C semble être sous exprimé dans les cancers. Cependant, aucune recherche 

n’est publiée pour confirmer leur interaction avec MGB1 [182].  

Figure 23. Interactions physiques et colocalisations de la protéine MGB1 selon 

Genemania. Les lignes rouges entre les bulles représentent les protéines qui ont une 

interaction physique. La protéine MGB1 (SCGB2A2) interagit physiquement avec la 

TREM2, la LSP1, et la CDKN2C selon Genemania (https://genemania.org/search/homo-

sapiens/SCGB2A2, 12 juin 2022). 

Nous avons donc tenté d’élucider de nouveaux acteurs moléculaires qui 

interagissent directement avec la protéine MGB1 au niveau intra et extracellulaire par co-
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immunoprécipitation des protéines recombinantes, MGB1-Myc et E2∆9-Myc. Les 

protéines ont été évaluées par spectrométrie de masse pour identifier de nouvelles 

séquences protéiques qui interagissent directement avec les isoformes MGB1-Myc et 

E2∆9-Myc. Plus de 2000 fragments protéiques ont été identifiés et les 10 plus abondants 

sont dans le Tableau 18. Les protéines immunoprecipitées à partir de lysats 

intracellulaires ou extracellulaires des cellules SKBR3 transfectées avec MGB1-myc et 

E2∆9-Myc ont été analysées par spectrométrie de masse LC-MSMS en utilisant un 

système Q Exactive Plus hybride quadrupolaire-Orbitrap en ligne avec un système de 

chromatographie nanoLC Ultimate 3000 T de ThermoFisher Scientific. Ces résultats ont 

été effectués en duplicata biologique et seulement une analyse technique.  

De cette liste, la protéine la plus intéressante est la déshydrogénase/réductase 

DHRS2, une enzyme qui métabolise des hormones [183]. Il est connu que la protéine 

MGB1 peut se lier à la PR [5]. Certaines enzymes impliquées dans la traduction et la 

maturation des protéines dans l’appareil de Golgi et d’autres enzymes impliquées dans le 

transport vésiculaire font aussi partie de cette liste de protéines co-immunoprécipitées. 

Ces découvertes corroborent le fait que la MGB1 est glycosylée et est une protéine 

sécrétée. Plusieurs protéines mitochondriales sont aussi identifiées, notamment celles 

impliquées dans les pompes calciques et les pores ADP/ Adénosine Triphosphate (ATP) 

dans la production d’énergie [47-49]. Les deux formes protéiques de MGB1 wt et E2∆9 

interagissent avec les mêmes protéines. Cependant, plus d’études seront nécessaires pour 

définir si les protéines MGB1 wt et E2∆9 ont des fonctions cellulaires similaires, 

compétitives, ou dominant négatif. 
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Tableau 18. Liste des protéines les plus abondamment co-immunoprécipitées avec 

MGB1 et E2∆9 identifiées par spectrométrie de masse. L’aire sous la courbe (AUC) 

représente l’abondance du peptide associé à la protéine. 

Protéines AUC Rôle 

ATP5A1 7.65 x 109 ± 

1.45 x 109 

L’ATP synthase F1 sous-unité alpha est une protéine 

mitochondriale impliquée dans la synthèse de l’ATP [184] 

IMPDH1 2.76 x 109 ± 

5.14 x 109 

L’Inosine Monophosphate Déshydrogénase est une enzyme 

responsable de la première étape et limitant la vitesse de la 

synthèse du GTP [185]. 

SLC25A12 1.03 x 109 ± 

3.79 x 109 

La Famille Soluté Carrier 25 Membres 12 est une protéine 

impliquée dans le transport du calcium chez les mitochondries 

[186]. 

UFL1 7.55 x 108 ± 

3.32 x 108 

Le Modificateur de pli d'ubiquitine 1 est une protéine 

impliquée dans l’ubiquitination des protéines [187]. 

SLC25A4 8.09 x 108 ± 

1.84 x 108 

La Famille Soluté Carrier 25 Membres 4 est une protéine 

impliquée dans le support de pores ADP / ATP chez les 

mitochondries [188]. 

SLC25A5 8.09 x 108 ± 

1.84 x 108 

La Famille Soluté Carrier 25 Membres 5 est une protéine 

impliquée dans le support de pores ADP / ATP chez les 

mitochondries [189]. 

COPA 7.54 x 108 ± 

1.69 x 108 

La Coatomère sous unité alpha est une protéine qui forme des 

vésicules transporteuses de protéine qui passent par le Golgi 

[188]. 

DHRS2 6.23 x 108 ± 

1.14 x 107 

La Déshydrogénase/Réductase 2 est une enzyme 

oxydoréductases Nicotinamide adénine nucléotide phosphate 

(NAD)/ Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

(NADP)-dépendent qui métabolise de nombreux composés 

différents, tels que les hormones stéroïdes, les prostaglandines, 

les rétinoïdes, les lipides et les xénobiotiques [190].  

ACTC1 5.21 x 108 ± 

1.11 x 107 

La Actine Alpha Muscle Cardiaque 1 est une protéine de la 

famille des actines impliquée dans le transport vésiculaire et la 

motilité cellulaire [191].  

RPL14 2.676 x 108 ± 

4.1 x 107 

La L14 protéine ribosomale est une protéine de la machinerie 

ribosomale [192].  

Selon cette liste des protéines les plus abondamment co-immunoprécipitées avec 

MGB1 et E2∆9, nous avons utilisé le Logiciel d’Analyse des Protéines à Travers les 
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Relations Evolutives (PANTHER) pour suggérer les fonctions moléculaires dont cette 

liste pourrait faire partie (http://www.pantherdb.org/, 7 avril 2018). Les cascades 

moléculaires identifiées nous aident à déduire le rôle et les fonctions de la protéine MGB1 

dans la cellule. Les classifications PANTHER sont basées sur un algorithme de bio-

informatiques sophistiqué et une banque de données exhaustives d’interactions 

protéiques. L'application de PANTHER effectue une analyse d'enrichissement des listes 

de gènes annotés par homologie de séquences et évalue la probabilité qu'une protéine 

interagisse avec une ou plusieurs protéines cibles. Le consensus de l’analyse de 

PANTHER des protéines immunoprécipitées avec MGB1 et E2∆9 est qu’elles ont comme 

fonction de transporter le glutamate et l’ATP jusqu’aux mitochondries. Certaines 

protéines sont aussi impliquées dans les fonctions de transports des protéines sur le 

cytosquelette.  

http://www.pantherdb.org/
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CHAPITRE IV 



 

4.1 Introduction 

Les anticorps polyclonaux et monoclonaux commercialisés pour cibler la protéine 

MGB1 ne parviennent pas à détecter les différentes isoformes protéiques de MGB1. 

L’ajout d’une étiquette sur une protéine peut changer sa structure tertiaire et la rendre non 

fonctionnelle. De plus, ceci limite l’étude fonctionnelle des protéines natives dans les 

tissus. Cette problématique nous mène à développer des anticorps capables de différencier 

la protéine MGB1 wt et son isoforme protéique E2∆9 qui contient une délétion de trois 

acides aminés. Il existe plusieurs méthodes pour créer des anticorps. La méthode 

conventionnelle consiste à immuniser un animal par l’injection d’un peptide lié à un 

peptide KLH (hémocyanine de patelle) ou de la protéine entière [193]. Les anticorps 

recueillis dans le sérum sont des anticorps polyclonaux puisque plusieurs cellules B 

produisent différents anticorps [193]. Les anticorps monoclonaux sont créés par fusion 

d’une cellule B avec des cellules cancéreuses de myélome pour créer une cellule hybride 

qui ne produit qu’une seule forme d’anticorps [193]. Une autre méthode pour produire des 

anticorps monoclonaux est par présentation sur phage [193]. Cette méthode consiste à 

créer une librairie de phages avec l’ARNm codant pour une partie des anticorps produits 

par les cellules B de l’animal immunisé ou de séquences d’anticorps générées par méthode 

bio-informatique [193]. Cette partie importante de l’anticorps qui colle aux épitopes se 

retrouve à l’extrémité de la région de fragment de liaison à l'antigène (Fab) que l’on 

appelle variant de fragment (Fv) (Figure 24) [193]. Cette région est formée par les chaînes 

lourdes et légères (VH et VL) et fait partie de la région CDR3 (région déterminante de la 

complémentarité 3) [193]. Certaines librairies de présentation sur phage sont créées à 

partir de scFv (variante de fragment à chaîne unique) qui est conçu à partir de la région 

Fv liée à une séquence liante (G4S) 3 [193]. 
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Figure 24. Bactériophage avec expression d’un scFv et unités d’anticorps. (Image 

tirée et modifiée sans autorisation de Kuhn, P., et al. (2016)) [193]. Le fragment variable 

(Fv) est la région qui reconnait l’antigène et comprend les régions variables de la chaîne 

lourde (VH) et la chaîne légère (VL). Le fragment constant (Fc) est la région non variable 

d’un anticorps et comprend les trois régions constantes lourdes (CH1, CH2 et CH3) et la 

région constante légère (CL) (B). Les variantes de fragments à chaîne unique (scFv) (A) 

sont composées de VH et VL joint par une séquence liante. Ceux-ci sont exprimés sur les 

bactériophages pendant la sélection de phages. Les scFab ressemblent aux scFv, mais 

comprennent la région CH1 et CL [193]. 

Un anticorps monoclonal prêt à l’emploi peut prendre des années à être découvert 

et ensuite mis au point. L’immunisation d’un animal est coûteuse et peut prendre plusieurs 

mois [193]. Nous avons collaboré avec le laboratoire privé Distributed Bio à South San 

Francisco aux États-Unis qui possède une librairie humaine de scFv. Leur librairie 

d’anticorps SuperHuman-2.0 a été optimisée à l’aide de leur logiciel bio-informatique 

pour la diversité des séquences et l’optimisation protéique grâce à l’analyse de milliers de 

répertoires d’anticorps humains et de toutes les thérapies monoclonales connues dans les 

essais en phase humaine. Leur librairie était 100 fois plus diversifiée que n’importe quelle 

libraire bio-informatique précédente. Cette diversité sans précédent s’est traduite par une 

opportunité d’ingénierie unique : une bibliothèque qui génère plus de 5000 scFv positifs 

uniques contre chacun des antigènes à l’étude. Compte tenu du nombre de résultats, cette 
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librairie peut être balayée dans des conditions de sélections drastiques normalement 

impossibles, récupérant des centaines de liants picomolaires, saturant la totalité de chaque 

épitope et isolant les scFv qui peuvent identifier cet épitope chez plusieurs espèces. 

SuperHuman-2.0 applique une analyse pour identifier une collection finale 

d’échafaudages VH et VL optimaux et fournit une diversité de régions déterminantes pour 

la complémentarité (CDR) humaine. La technologie est d’une vitesse incomparable, 

découvrant rapidement des anticorps uniques contre toute cible d’intérêt en moins de 12 

semaines.  

 

Les développements de nouveaux anticorps contre les protéines MGB1 et son 

isoforme E2∆9 pourraient aider à mieux comprendre son rôle dans le cancer par l’étude 

de ses fonctions cellulaires. La région qui contient une délétion de trois aas de l’isoforme 

E2∆9 se retrouve à la fin de l’hélice 4 (voir l’astérisque de la figure 27). Dans la protéine 

MGB1, ces aas sont la Glycine (Gly), Leucine (Leu) et l’Isoleucine (Ile) (QLI) (Figure 

25 B), alors que dans l’UGB, ces résidus sont l’Acide glutamique (Glu), la Lys et l’Ile 

(EKI) (Figure 25 A). La Gln est un aa polaire alors que la Leu est non polaire. L’acide 

glutamique est un résidu chargé négativement alors que la Lys est chargée positivement. 

Puisque ceux-ci ne sont pas conservés et que cette région est variable entre les espèces, il 

est possible que cette région ne soit pas importante pour le fonctionnement de la protéine.   
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Figure 25. Conservation des séquences des protéines de la famille des sécrétoglobines 

selon différentes espèces. (Image tirée et modifiée sans autorisation de Ni J, (2000)) 

[194]. Les encadrés minces noirs horizontaux représentent la séquence de UGB (A) et de 

MGB1 (B) et l’encadré épais gris vertical avec un astérisque représente la région où se 

trouve la délétion de 9 nucléotides à la fin de la quatrième hélice.  

Dans la structure cristallisée de l’UGB, les résidus EKI sont retrouvés à l’extérieur 

de l’hélice et exposés (Figure 26 A et B). Cela signifie qu’ils sont accessibles à un 

anticorps ou un scFv. Cependant, la structure cristallisée de la protéine MGB1 n’est 

toujours pas déterminée, mais la prédiction de la structure tertiaire de cette protéine révèle 

ces mêmes hélices. De plus, le site de glycosylation le plus proche se retrouve sur l’hélice 

3, signifiant qu’il ne masque pas la région variante de l’isoforme E2∆9. 

* 

B 

A 
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Figure 26. Structure 3D de la protéine UGB et les résidus Gln et Lys. Uniprot 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13296/entry, 16 décembre 2020). La structure de La 

protéine UGB présente des hélices alpha semblables à la MGB1. Les résidus Gln (A) et 

Lys (B) de l’UGB sont exposés à l’extérieur de la protéine, ce qui suggère que ces mêmes 

aas de la protéine MGB1 seraient aussi à l’extérieur et accessibles pour génération 

d’anticorps et scFv.   

La structure de protéines apparentées ou qui possèdent une homologie de 

séquences ont parfois des fonctions similaires. Pour déterminer les fonctions cellulaires 

de la protéine MGB1 et de son isoforme E2∆9, les tests phénotypiques avec une 

surexpression de ces gènes peuvent révéler leurs fonctions. En surexprimant les protéines 

MGB1 ou E2∆9, on peut observer si celles-ci ont un effet sur la croissance, la migration 

et l’invasion (sphéroïde) [195] des cellules cancéreuses. Ces tests phénotypiques 

déterminent si la surexpression des protéines MGB1 et de l’isoforme E2∆9 change la 

malignité du cancer du sein, suggérant leurs implications dans des cascades moléculaires 

clés dans la progression de la maladie.  

A 

B 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13296/entry
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4.2 Méthodes 

Pour créer suffisamment de protéines pour l’expérience de présentation sur phage, 

les séquences d’ARNm codon optimisées MGB1 et E2∆9 ont été clonées dans le vecteur 

d’expression PTT5. Une étiquette 6x HIS a été ajoutée du côté C-terminal des protéines 

avec une séquence liante composée de glycine (Gly, G) et sérine 

GGGGSGGGGSGGGGS ((G4S) 3). La séquence a été codon optimisée à l’aide du 

logiciel Gene Art de ThermoFisher Scientific (https://www.ThermoFisher 

Scientific.com/order/geneart-dashboard/index.html, 5 octobre 2018) et commandée en 

entier avec le service gblock de IDT (Tableau 22). L’optimisation de codon assure une 

surexpression favorable pour les cellules humaines. Les enzymes de restriction EcoRI et 

HindIII ont été utilisées pour le clonage directionnel dans le vecteur PTT5 de Addgene.  

Tableau 22. Optimisation des codons pour l’expression du gène MGB1 et son 

isoforme E2∆9 dans les cellules humaines. Pour optimiser la traduction de la protéine 

MGB1, les codons ont été optimisés et la séquence diffère de l’ARNm natif de MGB1. 

Gène Séquence 

MGB1 ACAGAATTCATGAAGCTGCTGATGGTGCTGATGCTGGCCGCTCTGAGCC

AGCACTGTTATGCCGGATCTGGCTGCCCTCTGCTGGAAAACGTGATCAG

CAAGACCATCAATCCCCAGGTGTCCAAGACCGAGTACAAAGAGCTGCTG

CAAGAGTTCATCGACGACAACGCCACCACCAACGCCATCGACGAGCTGA

AAGAGTGCTTCCTGAACCAGACCGACGAGACACTGAGCAACGTGGAAG

TGTTCATGCAGCTGATCTACGACAGCAGCCTGTGCGACCTGTTTGGCGG

CGGAGGATCTGGCGGAGGTGGAAGCGGAGGCGGTGGATCTCACCACCA

TCACCATCATTAGAAGCTTACA 

E2∆9 ACAGAATTCATGAAGCTGCTGATGGTGCTGATGCTGGCCGCTCTGAGCC

AGCACTGTTATGCCGGATCTGGCTGCCCTCTGCTGGAAAACGTGATCAG

CAAGACCATCAATCCCCAGGTGTCCAAGACCGAGTACAAAGAGCTGCTG

CAAGAGTTCATCGACGACAACGCCACCACCAACGCCATCGACGAGCTGA

AAGAGTGCTTCCTGAACCAGACCGACGAGACACTGAGCAACGTGGAAG

TGTTTATGTACGACAGCAGCCTGTGCGACCTGTTCTAGAAGCTTACA 

https://www.thermofisher.com/order/geneart-dashboard/index.html
https://www.thermofisher.com/order/geneart-dashboard/index.html
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Transfection des cellules ExpI 293 

Les agents de transfection utilisés pour les cellules humaines embryonnaires du 

rein ExpI 293 de ThermoFisher Scientific sont : le Polyéthylèneimine (PEI) et le sodium 

d’acide valporique (VPA) de ThermoFisher Scientific. Le PEI est dissous jusqu’à une 

concentration d’un mg/mL dans un tampon de 25 mM HEPES et 150 mM NaCl (pH 7.5). 

Le VPA, pour sa part, est dissous jusqu’à une concentration de 3.66 g par 100 mL d’eau. 

Les cellules sont cultivées à une densité d’environ ~2.5 millions de cellules/mL et une 

viabilité supérieure à 95 % dans une flasque Erlenmeyer de 500 mL avec bouchon de 

ventilation pour un volume final de 60 mL de milieu ExpI 293 Milieux d’Expression 

(ThermoFisher Scientific). Les cellules sont agitées à 250 rpm avec 5 % CO2 à 37 °C. 

30 µg d’ADN plasmidique sont mélangés à 200 µL de milieu de culture ExpI 293. Dans 

un autre microtube, 300 µL de PEI sont mélangés à 300 µL de milieu de culture ExpI 293. 

L’ADN des vecteurs codants soit pour l’ARNm codon optimisé de MGB1 HIS ou E2∆9 

HIS est ajouté aux cellules et elles sont incubées dans leurs incubateurs à 250 rpm pendant 

5 min. Après l’incubation, 540 mL de l’agent de transfection PEI sont ajoutés. Les cellules 

sont incubées pendant 20 h à 250 rpm avec 5 % CO2 à 37 °C. 2 mL de VPA sont ensuite 

ajoutés aux cellules ainsi que 60 mL de milieu ExpI 293 pour un volume final de 120 mL. 

Les cellules sont agitées à 250 rpm avec 5 % CO2 à 37 °C pendant 5 jours.  

Purification des protéines 

La viabilité des cellules transfectées est analysée par hémocytomètre et Trypan 

bleu de ThermoFischer Scientific d’un mélange 1 pour 10 avec les cellules. La viabilité 

devrait être autour de 30 % puisque les cellules ont été en culture pendant 5 jours sans 

l’ajout de nutriments. Les cellules ExpI 293 sont recueillies et centrifugées initialement à 

300 x g pendant 5 min pour récupérer les cellules. Le surnageant est recentrifugé à 7000 x 

g pendant 15 min pour concentrer le reste des débris cellulaires. Les protéines 

recombinantes munies d’une étiquette HIS sont capturées à l’aide des billes HisPur™ Ni-

NTA de ThermoFisher Scientific. 1 mL de billes est ajouté aux colonnes de 

chromatographie Poly-Prep de BioRad. Les billes sont lavées deux fois avec 10 mL de 
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PBS. Le surnageant est ajouté aux colonnes et l’éluant est recueilli pour analyse sur gel. 

Les billes sont lavées deux fois avec 10 mL d’imidazole 10 mM et l’éluant est conservé 

pour analyse sur gel. Les protéines sont précipitées deux fois à l’aide de 2 mL d’imidazole 

250 mM. L’imidazole est prélevé et remplacé par du PBS à l’aide des colonnes Amicon 

Ultra 4k de Millipore ThermoFisher Scientific muni de pores de 3 kDa. Les protéines sont 

quantifiées par Nanodrop et analysées par gel SDS-PAGE. Le tampon de chargement 

Laemmli est dilué avec 1 µg de protéines et chauffé à 95 °C pendant 5 min. Les gels 

utilisés sont des préfabriqués d’un gradient de 4 à 12 % polyacrylamide de ThermoFisher 

Scientific. Le tampon de migration MES (50 mM 2-[N-morpholino] acide 

éthanesulfonique), 50 mM de base Tris et 0.1 % de SDS (MES) est utilisé pour migrer les 

protéines dans le gel polyacrylamide pendant 5 min à 100 volts puis 45 min à 150 volts. 

Le gel est ensuite coloré pendant 1 h avec le One-Step Lumitein Colorant de gel de 

protéines (Biotium) et une photo est prise avec un appareil Chemidoc. 

Puisque les anticorps commercialisés ne sont pas spécifiques à MGB1, pour 

confirmer que la protéine éluée est bien une protéine présentant une étiquette HIS, nous 

avons capturé les protéines MGB1 et E2∆9 à l’aide des biocapteurs anti-HIS. Les 

biocapteurs recouverts de nickel acide nitriloacetique (NI-NTA) de Sartorius mesurent le 

montant de protéines avec l’étiquette HIS qui se colle à la fibre optique et diffracte la 

lumière. Cette diffraction est mesurée par l’Octet de Sartorius. L’Octet permet aussi de 

déterminer la cinétique d’un anticorps, c’est-à-dire son affinité à l’antigène et sa stabilité 

une fois liée.  

Sélection de phages 

Chaque sélection positive et sélection négative nécessite 25 µL de billes 

magnétiques Sera-Mag Neutravidin Speedbead de GE. Les billes sont vortexées 

soigneusement pour être remises en suspension et aliquotées. Les billes sont lavées en les 

plaçant sur une tablette aimantée pendant 2 min. Le tampon de stockage est retiré et 100 

µL de PBS Tween 1 % (PBST) est ajouté aux billes et bien mélangé pour déloger le culot 

et remettre les billes en suspension. Le lavage est répété deux fois et les billes sont 
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recouvertes avec excès de tris acide nitriloacétique (NTA) biotine de Biotech Rabbit. Le 

tris NTA sur les billes est chargé avec 100 mM de chlorure de nickel et le lavage est répété 

trois fois. Les billes sont incubées sur glace dans 5 % de BSA / PBST jusqu’à l’ajout des 

phages et de l’antigène pour la sélection négative et la sélection positive.  

Les phages sont préparés en diluant la librairie de phages ou les phages 

sélectionnés de la ronde précédente à un titrage viral d’environ 7.6 x 1012 unités formant 

colonie (cfu)/mL avec 5 % de BSA / PBST à un volume de 1050 µL par réaction de 

sélection. 50 µL de phages sont mis de côté pour le titrage viral d’entrée. Les billes sont 

précipitées à l’aide d’un aimant et le 5 % BSA / PBST est remplacé par 1 mL de phages. 

Les billes sont retirées de l’aimant et tournées pendant 20 min à température ambiante. 

Cette étape permet de retirer les phages non spécifiques qui se colleraient aux billes. 

Pendant ce temps, une culture de bactéries ER2738 de New England Biolabs est inoculée 

dans un milieu 2xYT avec 15 g/mL de tétracycline et incubée à 37 °C jusqu’à DO600 

(densité optique de 600 nanomètres) = 0.5. Une fois la sélection négative des phages 

terminée, les phages qui ne sont pas collés aux billes sont recueillis pour la sélection. 2 µg 

d’antigène avec une étiquette HIS sont ajoutés aux phages et incubés à température 

ambiante pour 30 min. Un aliquot des billes magnétiques prélavées pour la sélection sont 

précipitées avec l’aimant puis le tampon 5 % de BSA/PSBT est remplacé par le mélange 

d’antigènes et de phages pour être tourné sur un rotateur pendant 15 min à température 

ambiante. Les billes sont ensuite placées sur l’aimant et le surnageant de phages est retiré 

du tube. Les billes qui ont capturé l’antigène lié aux phages sont lavées avec 1 mL de 

PBST et remises en suspension à l’aide d’une pipette. Lorsque les billes sont 

complètement suspendues, le tube est placé sur l’aimant. Le lavage est répété deux fois 

avec le PBST et 3 fois avec du PBS. 500 µL 100 mM TEA sont ajoutés aux billes pour 

éluer les phages capturés qui possèdent un scFv spécifique à l’antigène en tournant à 

température ambiante pendant 10 min. Le TEA est neutralisé avec 500 µL de Tris-HCl 1 

M pH 7.5. Les phages élués et les billes sont ajoutés aux bactéries ER2738 d’une densité 

optique 600 nm de 0.5 et incubés pendant 1 h à 37 °C avec agitation lente (100 rpm). Le 

titre viral d’entrée est dilué en série dans 450 µL de PBS jusqu’à 1:10 à 1x10-11. 450 µL 

de bactéries ER2738 sont ajoutés dans 7 puits d’une plaque 96 puits de 2 mL pour chaque 
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réaction de sélection. 50 µL de phages d’entrée sont ajoutés aux bactéries ER2738 à partir 

de la dilution 1 x 10-6 jusqu’à 1 x 10-11. La plaque est incubée pendant 1 h à 37 °C avec 

agitation lente (100 rpm). Après incubation, des points de titrage viral d’entrée et de sortie 

de 5 µL des dilutions 1 x 10-6 à 1 x 10-11 sont déposés sur des plaques de 150 mm 2xYT, 

Ampiciline 100 µg/mL, Tetracycline 20 µg/mL et 2 % de gélose au glucose préchauffées 

à 37 °C. Pour déterminer le titre viral de sortie, 50 µL de bactéries ER2738 infectées avec 

les phages de la culture de 10 mL sont conservés. Une dilution en série dans 450 µL de 

PBS est effectuée jusqu’à 1:10 à 1x10-11. Le restant des 10 ml de bactéries ER2738 

infectées est centrifugé à 3000 x g pendant 10 min. Le surnageant est jeté et le culot est 

resuspendu dans 500 µL 2xYT. 250 µL de culture de sortie concentrée sont ensemencés 

sur 2 plaques préchauffées de 150 mm de gélose 2xYT + Carbaycine (100 µg/mL) et 

Tetracycline (20 µg/mL) + 2 % glucose. Les plaques sont incubées en étant inversées à 

30 °C pendant 14 à 18 h. Le deuxième jour, les colonies sont comptées sur des plaques de 

titre d’entrée et de sortie. Le titrage d’entrée de la première sélection doit être d’environ 

> 7.6x1012 ufc/mL. Le titrage de sortie de la première sélection doit être entre 10-4 et 10-

8. Si le titre viral de sortie est inférieur à 10-4, la première sélection doit être répétée avec

plus d’antigène ou des lavages plus courts. Si les titrages viraux de sorties sont supérieurs 

à 10-8, la première sélection doit être répétée avec moins d’antigènes et/ou plus de lavages. 

Pour les plaques de rendement, les bactéries sont récoltées en raclant les plaques de sortie 

avec 4 mL de milieu 2xYT, Carbamycine 100 µg/mL, Tetracycline 20 µg/mL, et 20 % 

glucose par plaque. Il faut laver les plaques avec 2 mL supplémentaires de 2xYT, 

Carbamycine 100 µg/mL, Tetracycline 20 µg/mL et 20 % glucose par plaque. Le volume 

des 2 plaques est recueilli et 2 aliquots de 1.5 mL sont conservés et congelés 

instantanément dans un bain de glace sèche avec de l’éthanol. Pour le sauvetage de phages, 

le volume de la culture de sauvetage dépendra entièrement du titrage de sortie du cycle 

précédent. La concentration de bactérie ER2738 par mL d’un DO600 = 0.2 est d’environ 

8x107 cellules. Par conséquent, un titrage viral de sortie de 1 x 108 nécessiterait une culture 

de sauvetage de 62.5 mL à DO600 de 0.2 pour avoir 50 fois le nombre nécessaire des 

phages. Le milieu d’inoculation est le 2xYT, Carbamycine 100 µg/mL, Tetracycline 

20 µg/mL et 2 % de glucose avec jusqu’à une DO600 ne dépassant pas une absorbance de 

0.2. Les bactéries sont incubées à 37 °C jusqu’à DO600 de 0.5 avec agitation à 250 rpm. 
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Les bactéries sont infectées avec les phages auxiliaires M13KO7 à un MOI (multiplicité 

d'infection) ≥ 20. Le MOI est le rapport des particules de phages auxiliaires aux bactéries. 

Par conséquent, une culture de sauvetage de 62.5 mL à DO600 de 0.5 nécessiterait 

2.5x1011 particules de phage totales pour un MOI de 20. La culture de sauvetage de phages 

est incubée à 37 °C avec agitation lente de 100 rpm pendant 1 h. La culture est ensuite 

centrifugée à 3000 x g pendant 10 min. Le surnageant est jeté et les bactéries sont remises 

en suspension dans 25 mL 2xYT, Carbamycine 100 µg/mL, et Kanamycine 50 µg/mL. La 

production de phages se produit à 25 °C avec agitation de 250 rpm pendant 20 h. Le 

troisième jour, la culture est centrifugée à 5000 x g pendant 20 min à 4 °C. Le surnageant 

est décanté dans un tube propre. Les phages sont précipités en ajoutant 25 % du volume 

de surnageant de 2.5 M NaCl 20 % PEG 8000 et incubés sur de la glace pendant 1 h. Les 

phages sont précipités par centrifugation à 10 000 x g pendant 20 min. Le surnageant est 

jeté et les phages sont remis en suspension dans 1 mL de glycérol à 15 % PBS et congelés 

à -80 °C. 50 µL de phages sont conservés (environ 1 x 1011 phages) pour la seconde ronde 

de sélection négative et sélection positive. Il est important de maintenir une pression de 

sélection constante sur les phages pendant la sélection positives et la sélection négative. 

Une association (Ka) peut être modulée en diminuant la concentration d’antigène et le 

temps de sélection des cycles. Une dissociation (KD) peut être modulée en utilisant un 

antigène de compétition et en augmentant le temps de lavage au fil du cycle. Pour les 

conditions de sélection négative de la protéine MGB1, nous avons utilisé les billes liées à 

E2∆9 et vice-versa pour les conditions de sélection négative de E2∆9.   
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Tableau 23. Conditions d’incubation de la sélection des phages qui se lient aux 

protéines MGB1 et E2∆9. Les conditions de sélections des phages diffèrent légèrement 

d’une ronde à l’autre. Ces conditions ont été ultérieurement optimisées.  

 

Après le troisième ou le quatrième cycle de sélection, des colonies individuelles 

sont choisies avec le piqueur de colonies Qpix 400 de VWR pour le dépistage en 

remplissant 2 plaques de 96 puits d’un mL avec 250 µL de 2xYT, Carbamycine 

(100 µg/mL), Tetracycline (20 µg/mL) et 2 % de glucose. À l’aide d’un cure-dent ou 

d’une pointe de pipette, chaque puits est ensemencé avec des colonies individuelles des 

plaques de titrage de sortie. Les bactéries sont incubées pendant 18 h à 30 °C avec 

agitation à 250 rpm. 150 µL des cultures bactériennes sont conservés en les mélangeant 

avec 50 µL de glycérol 50 % dans une plaque 96 puits de 300 µL. Les plaques sont 

recouvertes d’un film d’aluminium et conservées à -80 °C.  

 

L’expression de phages solubles est réalisée à partir de 50 µL des cultures de 

colonies uniques inoculées dans 1 mL de 2xYT+Carbamycine (100 µg/mL) et 0.1 % de 

glucose dans une plaque 96 puits de 1 mL. La culture est poussée à 37 °C pendant environ 

2 h jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 0.5. L’expression des scFv solubles 

est induite en ajoutant 10 μL d’IPTG 100 mM à chaque puits. La plaque est incubée à 

25 °C pendant 6 h à 250 rpm. La plaque est ensuite centrifugée à 4 °C à une vitesse de 

4000 x g pour 10 min. Le surnageant est jeté et le culot est conservé à -20 °C jusqu’au 

lendemain. Le culot d’extrait périplasmique est décongelé pendant 30 à 45 min. Le culot 

Ronde de 

sélection 

Antigène (nM) Temps de 

sélection 

Conditions de lavage 

1 100 30 min 3 PBST (30 s) + 3 

PBS (30 s) 

2 25 20 min 5 PBST (3x 30 s, 2x 

10 min) + 

3 PBS (3x 30 s) 

3 5 10 min 5 PBST (3x 30 s, 2x 

30 min) + 

3 PBS (3x 30 s) 

4 1 5 min 5 PBST (3x 30 s, 2x 

60 min) + 

3 PBS (3x 30 s) 
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est resuspendu dans 75 μL de tampon phosphate avec des inhibiteurs de protéases en 

incubant sur l’agitateur à 4 °C pendant 10 min. 225 μL sont ajoutés dans chaque puits 

d’inhibiteurs de protéases et la plaque est incubée sur l’agitateur à 4 °C pour la lyse 

osmotique. La plaque est ensuite centrifugée à 4000 x g pendant 15 min à 4 °C. Le 

surnageant comprenant les scFv solubles (PPE) sont recueillis et mis dans une nouvelle 

plaque de 96 puits.  

ELISA 

Une ELISA de capture HIS est utilisée pour déterminer si les PPE se lient à 

l’antigène de MGB1 ou E2∆9 avec étiquette HIS. 50 μL d’une dilution 1 : 100 d’anticorps 

anti-HIS et PBS sont incubés à 4 °C pendant 24 h dans une plaque ELISA. L’anticorps est 

prélevé et la plaque est bloquée avec 100 μL de PBS à 5 % BSA pendant 1 h à température 

ambiante avec agitation de 100 rpm. 2 μg/mL d’antigène MGB1 ou E2∆9 avec étiquette 

HIS sont ajoutés à la plaque et incubés pendant 1 h à température ambiante. La plaque est 

ensuite lavée 3 fois avec du PBS. L’extrait périplasmique contenant les scFv est dilué à 

1:1 avec du PBS et 10 % BSA. 50 μL de l’extrait scFv bloqués au BSA sont ajoutés aux 

puits et incubés à température ambiante pendant 1 h. La plaque est lavée trois fois au 

PBST 0.1 %. 50 μL d’anticorps secondaires anti-V5-HRP d’une dilution 1 : 1000 dans du 

PBS 5 % BSA, sont ajoutés à la plaque. La plaque est incubée à température ambiante 

pendant 30 min protégée de la lumière. La plaque est lavée trois fois au PBST 0.1 % et 

une fois au PBS. 50 μL de Tetramethylbenzidine (TMB) sont ajoutés à la plaque et elle 

est incubée pendant environ 5 min. 50 μL de HCl 1N sont ajoutés à chaque puits pour 

inhiber la réaction. L’absorbance de la plaque est lue à 450 nm avec un lecteur de plaque. 

Transfection des plasmides pcDNA3.1 MGB1 et E2∆9 

Les vecteurs pcDNA 3.1 MGB1 et E2∆9 générés sans étiquettes sont transfectés 

dans les cellules MDA-MB-231, MFC7 et MFC10A. L’agent de transfection choisi est le 

X-tremeGENE 9 de Roche. Le protocole consiste à ensemencer des cellules 24 h pré-
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transfection dans une plaque de 6 puits pour une confluence de 80 à 95 % (~500 000 

cellules par puits). 2 μg d’ADN plasmidique sont mélangés à 100 μL d’un ratio de 1 : 3 

X-tremeGENE 9 et Opti-MeM de ThermoFisher Scientific. La réaction de transfection est

brièvement agitée et incubée pendant 15 min à température ambiante. 100 μL de la 

solution sont ajoutés à une plaque de 6 puits (le volume du milieu sans antibiotique est de 

2 mL). Les cellules sont remises à l’incubateur de 37 °C avec CO2 pour une incubation de 

24 h après la transfection [175].  

Test de prolifération « Cell titer blue » 

Pour mesurer la prolifération, on utilise le « Cell titer blue » (CTB) de Promega 

qui permet d’estimer le nombre de cellules vivantes. En effet, la rezasurine présente dans 

la solution sera transformée par l’activité enzymatique des cellules en resorufine, une 

molécule fluorescente. Cette fluorescence peut être mesurée à une longueur d’onde 

d’excitation à 579 nm et d’émission à 584 nm. L’intensité de fluorescence est directement 

proportionnelle à la quantité de cellules viables. En pratique, ~500 000 cellules de 

différentes lignées cellulaires du cancer du sein sont transfectées à l’aide de X-

tremeGENE 9 dans une plaque de 6 puits. Les plasmides contiennent l’ARNm codon 

optimisé de MGB1, E2∆9, ou le plasmide contrôle. 24 h plus tard, ~2000 cellules par puits 

sont ensemencées en triplicata dans quatre plaques noires de 96 puits d’une superficie de 

0.32 cm2. Les quatre plaques sont lues aux jours, zéro, 1, 3, et 5. Lors de la mesure, 20 µL 

du CTB sont ajoutés à chaque puits. La plaque est ensuite incubée pendant 1 h à 37 °C et 

la fluorescence est lue à une longueur d’onde d’excitation à 579 nm et d’émission à 

584 nm à l`aide du lecteur Fluostar-optima BMG. 

Test de prolifération Crystal Violet 

Puisque le test CTB dépend de l’activité enzymatique de la cellule, nous avons, en 

complément, effectué un test de prolifération de colonies. Comme le test de prolifération 

CTB, ~500 000 cellules de différentes lignées cellulaires du cancer du sein sont 
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transfectées à l’aide de X-tremeGENE 9 dans une plaque de 6 puits. Les plasmides 

contiennent l’ARNm codon optimisé de MGB1, E2∆9, ou le plasmide contrôle 24 h plus 

tard, 100 cellules sont ensemencées en triplicata dans quatre plaques de 6 puits. Les 

cellules sont poussées pendant une à trois semaines jusqu’à ce qu’il y ait présence de 

colonies visibles. Les colonies sont colorées aux Crystal Violet de ThermoFisher 

Scientific combiné au méthanol puis comptées au microscope.   

Essais de migration et invasion 

Les cellules sont transfectées à l’aide des plasmides contenant l’ARNm codon 

optimisé de MGB1, E2∆9, ou le plasmide contrôle à l’aide de X-tremeGENE 9 dans une 

plaque contenant 6 puits. 24 h plus tard, les cellules sont sevrées pendant 24 h dans un 

milieu de culture contenant 0.1 % de sérum de veau fœtal (FBS). Les cellules sont ensuite 

ensemencées dans les chambres de migration (ThinCert de Greiner Bio-One, des 

chambres pour plaques 24 puits avec une membrane polyester (PET) dont les pores sont 

d’une taille de 0.8 µm) à une concentration de ~50 000 cellules dans 200 µL de milieu 

0.1 % FBS. Pour l’essai d’invasion, une mince couche de Matrigel (100 µL) est ajoutée à 

la membrane PET et solidifiée à 37 °C pendant 1 h. Chaque chambre est déposée dans un 

puits contenant 600 µL de milieu 0.1 % et après 1 h d’incubation à 37 °C, les chambres 

sont transférées dans d’autres puits contenant 600 µL de milieu 20 % FBS pour 

encourager les cellules à migrer du milieu pauvre dans lequel elles se trouvent au milieu 

riche de l’autre côté de la chambre. Les cellules sont incubées pendant 9 h à 37 °C. Après 

lavage au PBS, les chambres sont transférées dans un puits contenant 450 µL de trypsine 

et incubées pendant 10 min afin de décrocher les cellules qui ont traversées la membrane. 

La trypsine avec les cellules est transférée dans une plaque noire de 96 puits pour un 

volume de 100 µL par puits. Un test CTB permet de déterminer la quantité de cellules qui 

ont migrées à travers la membrane. 
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Formation de sphéroïdes 

Pour analyser l’invasion cellulaire, on utilise le kit Cultrex® Spheroid Assays de 

Trivigen® [195]. La formation de sphéroïde mime les tumeurs in vivo. Cette expérience 

utilise une plaque de 96 puits pour une culture 3D de Trevigen et de la matrice 

extracellulaire composée de Matrigel de faible concentration pour la formation de 

sphéroïde. Après la formation d’un sphéroïde avec les cellules dans un puits, celles-ci sont 

submergées de matrice d’invasion composée de Matrigel et de protéines de la matrice 

extracellulaire. Les manipulations comprennent la resuspension de 2000 à 5000 cellules 

dans la matrice extracellulaire. Pour former des sphéroïdes dans les puits, on centrifuge la 

plaque pendant 5 min à 300 x g à 4°C. Ensuite, la plaque est incubée à 37 °C pour favoriser 

la formation du gel. Un agent chimiotactique est alors ajouté pour susciter l’invasion des 

cellules. Des photos sont prises au jour zéro jusqu’au jour six à l’aide d’un microscope 

d’Olympus muni d’un appareil photo en utilisant l’objectif 4X (Figure 32). L’invasion est 

calculée selon la taille du sphéroïde et des embranchements formés par l’analyse des 

pixels de l’image à l’aide d’un logiciel comme imageJ (https://imagej.nih.gov/, 2017) 

[196]. 

4.3 Résultats 

La production des protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS dans 500 mL cellules ExpI 

293 confluentes a généré près de 2 mg de ces protéines sécrétées. Le lavage des billes 

HisPur™ Ni-NTA de ThermoFisher Scientific à 10 mM d’imidazole a été suffisant pour 

éliminer la majorité des impuretés qui se retrouvent dans le surnageant des cellules ExpI. 

Une première élution avec 2 mL d’imidazole à 250 mM a permis de recueillir la majorité 

des protéines MGB1 HIS ou E2∆9 HIS. Avec 4 mL d’imidazole totaux, nous avons réussi 

à capturer plus de 90 % de ces protéines sécrétées (Figure 27). La séquence peptide de 

sécrétion endogène de la protéine MGB1 et E2∆9 a sécrété suffisamment de protéines 

nécessaires pour les expériences de capture de phages. Notre protocole n’a pas requis une 

optimisation de la séquence signal de sécrétion ou une modification du pourcentage 

d’imidazole dans les lavages et l’élution. Les protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS sont 

utilisées pour la sélection des phages.      

https://imagej.nih.gov/
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Figure 27. Gel SDS-PAGE de protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS. Les protéines 

recombinantes MGB1 et E2∆9 munies d’une étiquette HIS sont transfectées dans ~2.5 

millions de cellules ExpI 293/mL en utilisant l’agent de transfection VPA/PEI. Les 

protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS sont capturées dans le surnageant du milieu de culture 

à l’aide des billes HisPur™ Ni-NTA de ThermoFisher Scientific. Les billes sont lavées 

avec du PBS et de l’imidazole 10 mM. Les protéines sont éluées avec 250 mM 

d’imidazole. Un échantillon des fractions de lavages et de protéines éluées sont mélangées 

au tampon de chargement Laemmli et sont analysées par gels SDS-PAGE. L’échelle 

protéique See Blue protéine de ThermoFisher Scientific, les fractions de lavages et les 

protéines éluées sont migrées avec un tampon de migration MES sur des gels préfabriqués 

d’un gradient de 4 à 12 % polyacrylamide de ThermoFisher Scientific. Les gels sont 

colorés pendant 1 h avec le One-Step Lumitein Colorant de gel de protéines (Biotium) et 

une photo est prise avec un appareil Chemidoc. Les protéines MGB1 et E2∆9 sont 

théoriquement d’environ 10 kDa, mais l’ajout d’une étiquette HIS et des modifications 

post-traductionnelles comme la glycosylation leur donne une plus grande taille sur le gel 

à environ 23 kDa. Le gel A a été effectué en duplicata alors que le gel B a été effectué 

seulement une fois que les conditions ont été optimisées après le gel A.  

Le premier essai de sélection des phages avec les protéines recombinantes 

purifiées MGB1 HIS et E2∆9 HIS montre une augmentation constante du nombre de 

1  2   3  4  5  6   7   8  9 A 1  2   3  4 B 
Légende : 

1. Échelle See Blue protéine

2. Échelle See Blue protéine

3. Surnageant

4. Éluât 1

5. Éluât 2

6. Lavage 1 10 mM

imidazole

7. Lavage 2 10 mM

imidazole

8. Élution 1 de MGB1

250mM 

9. Élution 2 de MGB1

250mM

Légende : 

1. Surnageant

2. Éluât

3. Élution de E2∆9

4. Échelle See Blue

protéine

28 kDa 

18 kDa 

28 kDa 

18 kDa 
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phages sélectionnés (Figure 28). La première ronde de sélection est réalisée sur une 

cohorte présentant la protéine MGB1 HIS liée aux billes magnétiques Sera-Mag 

Neutravidin Speedbead de GE recouvertes de tris NTA biotine de Biotech Rabbit chargées 

avec du chlorure de nickel. En parallèle, une deuxième cohorte avec les mêmes billes pour 

lier l’isoforme protéique E2∆9 HIS est sélectionnée. Les rondes trois et quatre ont été 

réalisées en échangeant l’antigène MGB1 HIS avec l’isoforme protéique E2∆9 HIS et 

vice-versa pour capturer et précipiter les phages. Le titrage viral diminue après la troisième 

ronde pour les deux antigènes et augmente à la quatrième ronde pour la sélection avec la 

protéine MGB1 HIS. 
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Figure 28. Titrage des phages contre les protéines MGB1 et E2∆9 ronde de sélection 

1 à 4. Sur les plaques, la moitié du haut représente, de droite à gauche, le titrage des phages 

qui est une dilution logarithmique des phages d’entrées, c’est-à-dire les phages de la 

librairie avant la sélection l’ajout d’antigènes MGB1 ou E2∆9 HIS et les billes de capture. 

Au milieu des plaques, identifiés par des cercles et bact ou media sont les contrôles 

négatifs d’E Coli ER2738 et de milieux de croissance 2xYT sans inoculation avec les 

phages. Le bas de la plaque représente la ronde de sélection de phages et le titrage est 

déterminé par des dilutions logarithmiques des bactériophages. À la quatrième dilution, il 

est possible de compter le nombre de colonies présentes et en déduire la taille de la librairie 

Ronde 1 Ronde 2 

Ronde 3 Ronde 4 
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de phage. Ceci détermine combien de bactéries sont nécessaires pour amplifier les phages 

avec une couverture de 10x. Les phages sont ensuite élués avec 100 mM de TAE, 

neutralisés avec du Tris HCL 1 M pH 7.5 et utilisés pour une autre ronde de sélection. 

Pour la première ronde de sélection, seulement la protéine MGB1 HIS a été utilisée pour 

sélectionner les phages et cinq colonies ont été comptées à une dilution de titrage de 10-

4. La deuxième ronde de sélection a elle aussi été sélectionnée avec seulement la protéine

MGB1 HIS et 16 colonies ont été comptées à une dilution de titrage de 10-4 montrant un 

enrichissement des phages. Les phages d’entrées ont été séparés en deux et à la troisième 

ronde de sélection, la cohorte MGB1 HIS compte neuf colonies à une dilution de titrage 

de 10-4 alors que la cohorte E2∆9 compte quatre colonies à cette même dilution de titrage. 

Puisque plus de colonies sont comptées pour la cohorte MGB1 HIS que E2∆9 HIS, plus 

de bactéries sont nécessaires pour amplifier les phages de la cohorte de MGB1 que la 

cohorte de E2∆9 HIS. À la dernière ronde de sélection, la cohorte MGB1 HIS compte 12 

colonies à une dilution de 10-5 des bactériophages alors que la E2∆9 HIS en compte quatre 

à cette même dilution montrant un enrichissement des phages comparé à la ronde 

précédente.  

Pour déterminer si nous avons découvert des scFv solubles (PPE) spécifiques aux 

antigènes MGB1 ou E2∆9 HIS, des colonies de bactériophages sont choisies pour être 

évaluées par ELISA. Cette ELISA de capture HIS comprend plusieurs contrôles. Le 

premier contrôle permet de s’assurer que le BSA n’est pas contaminé. Le deuxième 

contrôle permet de s’assurer que l’anticorps secondaire anti-V5-HRP est spécifique aux 

PPE. Les troisième et quatrième contrôles permettent d’évaluer le bruit de fond lié à 

l’anticorps anti-HIS et l’anti-V5-HRP. Le cinquième contrôle contient l’anti-HIS, les 

antigènes, le BSA, un PPE non spécifique ainsi que l’anticorps secondaire anti-V5-HRP 

pour s’assurer qu’il n’y a pas de bruit de fond. Les sixième et septième contrôles 

contiennent l’anti-HIS, le BSA, les antigènes ainsi que l’anticorps secondaire anti-V5-

HRP pour s’assurer qu’ils ne se lient pas à l’anticorps secondaire anti-V5-HRP non 

spécifiquement. Le huitième contrôle contient une protéine non spécifique HIS pour 

vérifier que l’anticorps secondaire anti-V5-HRP ne se lie pas de façon non spécifique. Les 

neuvième et dixième contrôles sont des contrôles positifs qui contiennent la protéine 
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MGB1 ou E2∆9 avec étiquette HIS, le BSA et l’anticorps secondaire anti-HIS-HRP pour 

s’assurer que l’expérience s’est bien déroulée. 

Après quatre rondes de sélection de phages, 84 clones ont été sélectionnés par 

piqueur de colonie pour créer des PPE. L’efficacité de sélection de ces scFv a été mesurée 

sur les antigènes MGB1 HIS, E2∆9 HIS, ainsi que sur une protéine contrôle munie d’une 

étiquette HIS (Tableau 19). L’ELISA avec la protéine de contrôle HIS n’a que deux 

clones qui ont ciblé l’étiquette HIS. Toutefois, tous les clones sont positifs pour MGB1 et 

E2∆9 avec étiquette HIS (Graphique 9). 

Tableau 19. Liste des contrôles de l’ELISA pour la sélection des phages. Contrôles 

nécessaires pour la sélection des phages en PPE pour déterminer les clones ciblant les 

protéines MGB1 et E2∆9. 

Ct Condition 

Ct1 5 % BSA 

Ct2 5 % BSA, Anti-V5-HRP 

Ct3 Anti-HIS, 5 % BSA 

Ct4 Anti-HIS, 5 % BSA, Anti-V5-HRP 

Ct5 Anti-HIS, MGB1 HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, PPE non spécifique, Anti-V5-HRP 

Ct6 Anti-HIS, MGB1 HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, Anti-V5-HRP 

Ct7 Anti-HIS, E2∆9 HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, Anti-V5-HRP 

Ct8 Anti-HIS, antigène HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, Anti-V5-HRP 

Ct9 MGB1 HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, Anti-HIS-HRP 

Ct10 E2∆9 HIS 2 μg/mL dans 5 % BSA, Anti-HIS-HRP 



148 

Graphique 9. ELISA de capture HIS haut débit des clones scFv après sélection des 

phages, essai 1. 84 clones ont été sélectionnés par piqueur de colonies pour créer des scFv 

solubles (PPE). L’efficacité de sélection de ces scFv a été mesurée par ELISA de capture 

HIS avec 2 μg/mL d’antigènes MGB1 HIS, E2∆9 HIS ainsi qu’une protéine contrôle 

munie d’une étiquette HIS. L’unité de fluorescence est mesurée à l’aide de l’anticorps 

secondaire Anti-V5-HRP. L’ELISA avec la protéine de contrôle HIS n’a que deux clones 

qui ont produit des PPE non spécifiques qui ciblent l’étiquette HIS. Toutefois, tous les 

clones sont positifs pour MGB1 HIS et E2∆9 HIS. Ces résultats par ELISA de capture 

HIS de haut débit ont été produits seulement une fois.  

Le deuxième essai de sélection est plus strict. Deux fois moins d’antigènes MGB1 

HIS et E2∆9 HIS ont été utilisés et la sélection a été réalisée en n’échangeant pas la MGB1 

HIS et E2∆9 HIS entre les rondes de sélection. À la dernière ronde de sélection, les phages 

de sorties des deux cohortes ont été séparés en deux et les antigènes MGB1 HIS et E2∆9 

HIS ont été échangés pour ces deux nouvelles cohortes de sélection. Les deux autres 

cohortes ont préservé le même antigène de sélection que les trois rondes précédentes 

créant 4 cohortes totales à la dernière ronde de sélection (Figure 29). La sélection des 

phages a diminué lors de la ronde deux de sélection, mais a augmenté graduellement avec 

les rondes de sélection subséquentes.  
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Figure 29. Titre des phages contre les protéines MGB1 et E2∆9, ronde de sélection 1 

à 4 de l’essai 2. Sur les plaques, la moitié du haut représente, de droite à gauche, le titrage 

des phages qui est une dilution logarithmique des phages d’entrées, c’est-à-dire les phages 

de la librairie avant la sélection l’ajout d’antigènes MGB1 ou E2∆9 HIS et les billes de 

capture. Au milieu des plaques, identifiée par des cercles et bact ou media sont les 

contrôles négatifs d’E Coli ER2738 et de milieux de croissance 2xYT sans inoculation 

avec les phages. Le bas de la plaque représente la ronde de sélection de phages et le titrage 

est déterminé par des dilutions logarithmiques des bactériophages. À la quatrième 

Ronde 1 Ronde 2 

Ronde 3 Ronde 4 
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dilution, il est possible de compter le nombre de colonies présentes et en déduire la taille 

de la librairie de phage. Ceci détermine combien de bactéries sont nécessaires pour 

amplifier les phages avec une couverture de 10x. Les phages sont ensuite élués avec 100 

mM de TAE, neutralisés avec du Tris HCL 1 M pH 7.5 et utilisés pour une autre ronde de 

sélection. Pour la première ronde de sélection, seulement une cohorte a été sélectionnée 

avec la protéine MGB1 HIS alors que l’autre a été sélectionnée avec la protéine isoforme 

E2∆9 HIS. Seulement qu’une colonie a été comptée pour la cohorte MGB1 HIS et deux 

pour la cohorte E2∆9 HIS à une dilution de 10-6. La deuxième ronde de sélection a elle 

aussi été sélectionnée avec les mêmes protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS et trois colonies 

ont été comptées pour la cohorte MGB1 HIS et six pour la cohorte E2∆9 HIS à une dilution 

de 10-5 montrant une amplification de la librairie de phages. La troisième ronde de 

sélection a elle aussi été sélectionnée avec les mêmes protéines MGB1 HIS et E2∆9 HIS 

et dix colonies ont été comptées pour la cohorte MGB1 HIS et cinq pour la cohorte E2∆9 

HIS à une dilution de 10-4 montrant une atrophie de la librairie de phages. Les phages 

d’entrées ont été séparés en deux et à la dernière ronde de sélection, la cohorte MGB1 HIS 

a été sélectionnée avec MGB1 HIS et la seconde avec E2∆9 HIS. On compte 12 colonies 

pour la sélection avec MGB1 HIS et dix pour la cohorte E2∆9 HIS à une dilution de 10-4. 

Les phages d’entrées ont aussi été séparés en deux pour la cohorte E2∆9 HIS et 

sélectionnés avec MGB1 HIS et la seconde avec E2∆9 HIS. On compte sept colonies pour 

la sélection avec MGB1 HIS et trois pour la cohorte E2∆9 HIS à une dilution de 10-4, alors 

que pour la cohorte E2∆9 HIS, quatre colonies ont été comptées à une dilution de 10-4. La 

quatrième ronde de sélection montre une atrophie du nombre de phages capturés.  

Les scFv solubles du deuxième essai (Figure 29) de sélection de phages ont donné 

des résultats similaires au premier essai. Pour la plaque ELISA d’antigène HIS, aucun 

scFv qui cible l’étiquette HIS n’a été retenu, alors que tous les clones contre MGB1 HIS 

et E2∆9 HIS sont positifs (Graphique 10). Il n’a pas été possible de créer des scFv 

permettant de cibler MGB1 HIS ou E2∆9 HIS uniquement. Malgré la petite taille des 

scFv, la séquence de trois aas de plus dans la forme de wt de MGB1 n’a pas été ciblée par 

les stratégies de sélection des phages que nous avons utilisées. 
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Graphique 10. ELISA de capture HIS haut débit des clones scFv après sélection des 

phages, essai 2. 84 clones ont été sélectionnés par piqueur de colonies pour créer des scFv 

solubles (PPE). L’efficacité de sélection de ces scFv a été mesurée par ELISA de capture 

HIS avec 2 μg/mL antigènes MGB1 HIS, E2∆9 HIS ainsi qu’une protéine contrôle munie 

d’une étiquette HIS. L’unité de fluorescence est mesurée à l’aide de l’anticorps secondaire 

Anti-V5-HRP. L’ELISA avec la protéine de contrôle HIS n’a que deux clones qui ont 

produit des PPE non spécifiques qui ciblent l’étiquette HIS. Toutefois, tous les clones sont 

positifs pour MGB1 HIS et E2∆9 HIS. Ces résultats par ELISA de capture HIS de haut 

débit ont été produits seulement une fois. 

Il n’a pas été possible de créer des scFv qui peuvent cibler uniquement MGB1 HIS 

ou E2∆9 HIS. Sans anticorps spécifiques à l’isoforme protéique E2∆9 de MGB1, il est 

très difficile d’évaluer l’expression protéique de ces différentes protéines isoformes de 

MGB1 dans les divers tissus cancéreux mammaires pour nous aider à comprendre l’effet 

de leur surexpression dans le cancer du sein. Nous avons essayé d’élucider si la 

surexpression de l’ARNm de MGB1 ou de l’isoforme E2∆9 a un effet phénotypique sur 

les cellules du cancer du sein in vitro. La surexpression transitoire de l’ARNm de MGB1 

et l’isoforme E2∆9 suivie par des tests phénotypiques de prolifération nous montrent que 

la surexpression transitoire de ces gènes n’a aucun effet statistiquement significatif sur la 

croissance cellulaire des cellules MDA-MB-231, MCF7 et MCF10A (Graphique 

11Graphique 13). 
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Graphique 11. Test de prolifération cellulaire dans les cellules MDA-MB-231. 

L’expression relative de l'ARNm de MGB1 et l’isoforme E2∆9 a été déterminée par la 

rétrotranscription suivie d’une qPCR et normalisée à l’aide du gène HPRT. Les 

amplifications de l'ARNm de MGB1 et l’isoforme E2∆9 sont réalisées grâce à l’utilisation 

d’une paire d’amorces ciblant les deux ARNm MGB1 et l’isoforme E2∆9 et normalisées 

en utilisant des amorces ciblant le gène HPRT. L’agent de transfection est X-tremeGENE 

9 est utilisé pour transfecter ~500 000 cellules par puits avec 2 μg d’ADN. Les cellules 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

CT pcDNA MGB1 E2∆9 

E
x

p
re

ss
io

n
 r

el
at

iv
e 

n
o
rm

al
is

ée

Conditions cellulaires

Expression de l'ARNm de MGB1 et E2∆9 dans les cellules 

MDA-MB-231

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

J1 J3 J5

U
n
it

é 
d
e 

fl
u
o
re

sc
en

ce
 r

el
at

iv
e

Journée post-transfection

Croissance des cellules MDA-MB-231

MDA-MB-231

pcDNA

MGB1

E2∆9 

A 

B 

*
* 



153 

MDA-MB-231, les cellules MDA-MB-231 transfectées avec le plasmide contrôle 

(pcDNA), les cellules MDA-MB-231 transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 MGB1 

(MGB1), et les cellules MDA-MB-231 transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 E2∆9 

(E2∆9) ont été évaluées 24 h post-transfection. L’expérience a été réalisée en triplicata 

expérimental et biologique. Les analyses statistiques de l’expression de l’ARNm ont été 

effectuées avec un Anova à facteur unique, *p>0.00001 (A). ~2000 cellules transfectées 

sont ensemencées en triplicata dans quatre plaques noires de 96 puits. La prolifération des 

cellules MDA-MB-231 est mesurée par le réactif Cell Titer Blue (CTB, fluorescence 560 

Ex/590 Em) ± écart-type représenté par l’unité de fluorescence relative (B). La 

prolifération des cellules MDA-MB-231 n’est pas affectée par la surexpression de 

l’ARNm de MGB1 ou E2∆9 après 24 et 48 h. L’expérience a été effectuée en triplicata 

expérimental et biologique et représente les barres d’erreurs. L’Anova à facteur unique 

est non significatif.  
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Graphique 12. Test de prolifération cellulaire dans les cellules MCF7. L’expression 

relative de l’ARNm de MGB1 et l’isoforme E2∆9 ont été déterminés par la 

rétrotranscription suivie d’une qPCR et normalisées à l’aide du gène HPRT. 

L’amplification de l'ARNm de MGB1 et l’isoforme E2∆9 est réalisée grâce à l’utilisation 

d’une paire d’amorces ciblant les 2 ARNm MGB1 et l’isoforme E2∆9 et normalisée en 

utilisant des amorces ciblant le gène HPRT. L’agent de transfection est X-tremeGENE 9 

est utilisé pour transfecter ~500 000 cellules par puits avec 2 μg d’ADN. Les cellules 

MCF7, les cellules MCF7 transfectées avec le plasmide contrôle (pcDNA), les cellules 
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MFC7 transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 MGB1 (MGB1), et les cellules MCF7 

transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 E2∆9 (E2∆9) ont été évaluées 24h post-

transfection. L’expérience a été réalisée en triplicata expérimental et biologique. Les 

analyses statistiques sur l’expression de l’ARNm ont été effectuées avec un Anova à 

facteur unique, *p>0.00001 (A). La prolifération des cellules MFC7 est mesurée par le 

réactif Cell Titer Blue (CTB®, fluorescence 560 Ex/590 Em) ± écart-type représenté par 

l’unité de fluorescence relative (B). ~2000 cellules transfectées sont ensemencées en 

triplicata dans quatre plaques noires de 96 puits. La prolifération des cellules MCF7 n’est 

pas affectée par la surexpression de l’ARNm de MGB1 ou E2∆9 après 24 et 48 h. 

L’expérience a été effectuée en triplicata expérimental et biologique et représente les 

barres d’erreurs. L’Anova à facteur unique est non significatif.  
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Graphique 13. Test de prolifération cellulaire dans les cellules MCF10A. 

L’expression relative de MGB1 et l’isoforme E2∆9 ont été déterminées par la 

rétrotranscription suivie d’une qPCR et normalisées avec le gène HPRT. L’amplification 

de MGB1 et l’isoforme E2∆9 sont réalisés grâce à l’utilisation d’une paire d’amorces 

ciblant les deux ARNm MGB1 et l’isoforme E2∆9 et normalisés en utilisant des amorces 

ciblant le gène HPRT. L’agent de transfection est X-tremeGENE 9 est utilisé pour 

transfecter ~500 000 cellules par puits avec 2 μg d’ADN. Les cellules MCF10A, les 

cellules MCF10A transfectées avec le plasmide contrôle (pcDNA), les cellules MFC10A 
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transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 MGB1 (MGB1), et les cellules MCF10A 

transfectées avec le plasmide pcDNA 3.1 E2∆9 (E2∆9) ont été évaluées 24 h post-

transfection. L’expérience a été réalisée en triplicata expérimental et biologique. Les 

analyses statistiques sur l’expression de l’ARNm ont été effectuées avec un Anova à 

facteur unique, *p>0.00001 (A). ~2000 cellules transfectées sont ensemencées en 

triplicata dans quatre plaques noires de 96 puits. La prolifération des cellules MFC10A 

est mesurée par le réactif Cell Titer Blue (CTB®, fluorescence 560 Ex/590 Em) ± écart-

type représenté par l’unité de fluorescence relative (B). La prolifération des cellules 

MCF10A n’est pas affectée par la surexpression de l’ARNm de MGB1 ou E2∆9 après 24 

et 48 h. L’expérience a été effectuée en triplicata expérimental et biologique et représente 

les barres d’erreurs. L’ Anova à facteur unique est non significatif.  

D’autres tests phénotypiques cellulaires (Graphique 14 Graphique 15 et Figure 

30), tels que la migration et l’invasion chez les cellules cancéreuses MDA-MB-231 et 

MCF7, montrent que la surexpression de l’ARNm de MGB1 ou l’isoforme E2∆9 de 

manière transitoire n’ont aucun effet sur la capacité des cellules cancéreuses du sein de 

migrer ou envahir un tissu.  
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Graphique 14. Migration et invasion des cellules MDA-MB-231 transfectées avec 

pcDNA, MGB1 et E2∆9. Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec soit le 

plasmide vide (pcDNA), ou avec le vecteur comprenant l’ARNm de MGB1 wt (MGB1) 

ou l’isoforme E2∆9 (E2∆9). L’agent de transfection est X-tremeGENE 9 est utilisé pour 

transfecter ~500 000 cellules par puits avec 2 μg d’ADN. 48 h post-transfection, ~50 000 

cellules ont été soumises à un test de migration (A) et un test d’invasion (B) en triplicata. 

Le test de migration et l’invasion sont évalués grâce aux puits ThinCert de Greiner Bio-

One. Le test d’invasion comprend une couche de Matrigel. Les cellules qui ont migrées 

ou envahi le Matrigel à travers du ThinCert sont mesurées par Cell Titer Blue (CTB®, 
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fluorescence 560 Ex/590 Em) ± écart-type représenter par l’unité de fluorescence relative. 

La surexpression de l’ARNm de MGB1 et E2∆9 n’affecte pas la migration ou l’invasion 

de ces cellules. L’expérience a été effectuée en triplicata expérimental et biologique et 

représente les barres d’erreurs. L’Anova à facteur unique est non significatif (NS).  

Graphique 15. Migration et invasion des cellules MCF7 transfectées avec pcDNA, 

MGB1 et E2∆9. Les cellules MCF7 ont été transfectées avec soit le plasmide vide 

(pcDNA), ou avec le vecteur comprenant l'ARNm de MGB1 wt (MGB1) ou l’isoforme 

E2∆9 (E2∆9). L’agent de transfection est X-tremeGENE 9 est utilisé pour transfecter ~500 
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000 cellules par puits avec 2 μg d’ADN. 48 h post-transfection, ~50 000 cellules ont été 

soumises à un test de migration (A) et un test d’invasion (B) en triplicata. Le test de 

migration et l’invasion sont évalués grâce aux puits ThinCert de Greiner Bio-One. Le test 

d’invasion comprend une couche de Matrigel. Les cellules qui ont migrées ou envahissent 

le Matrigel à travers du ThinCert sont mesurées par Cell Titer Blue (CTB®, fluorescence 

560 Ex/590 Em) ± écart-type représenter par l’unité de fluorescence relative. La 

surexpression de l’ARNm de MGB1 et E2∆9 n’affecte pas la migration ou l’invasion de 

ces cellules. L’expérience a été effectuée en triplicata expérimental et biologique et 

représente les barres d’erreurs. L’Anova à facteur unique est non significatif (NS). 
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Figure 30. Sphéroïdes des cellules MDA-MB-231 transfectées ou non avec MGB1 et 

E2∆9 après 6 jours de croissance. L’agent de transfection est X-tremeGENE 9 est utilisé 

pour transfecter ~500 000 cellules MDA-MB-231 par puits avec 2 μg d’ADN plasmidique 

de MGB1 et E2∆9. La formation de sphéroïde est exécutée en suivant les directives du kit 

Trivigen. Pour former des sphéroïdes dans les puits, 2000 à 5000 cellules dans la matrice 

extracellulaire sont centrifugées pendant 5 min à 300 x g à 4°C. La plaque est incubée à 

37 °C pour favoriser la formation du gel. Un agent chimiotactique est alors ajouté pour 

susciter l’invasion des cellules. Des photos sont prises au jour zéro jusqu’au jour six à 

l’aide d’un microscope d’Olympus muni d’un appareil photo en utilisant l’objectif 4X. 

Les images présentées sont représentatives pour chaque condition après 6 jours de 

croissance et sont effectuées en triplicata (A). La taille des sphéroïdes est calculée selon 

le périmètre des sphéroïdes et des embranchements formés sont mesurés par l’analyse des 
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pixels de l’image à l’aide du logiciel imageJ (https://imagej.nih.gov/, 2017) [196]. La 

compilation du périmètre des sphéroïdes en pixels est présentée en histogramme (B).  La 

surexpression de l’ARNm de MGB1 et E2∆9 n’affecte pas la formation de sphéroïdes des 

cellules MDA-MB-231 transfectées. L’Anova à facteur unique est non significatif (NS). 

https://imagej.nih.gov/


163 

CHAPITRE V 



 

DISCUSSION 

Jusqu’à présent, quelques études tentent d’élucider la fonction des produits 

du gène MGB1. Par infection rétrovirale, Sjodin, A. et al. (2008) surexpriment l’ARNm 

de MGB1 dans les cellules Hs578T et effectuent un test de prolifération. Ils ont observé 

que la surexpression du gène MGB1 n’a aucun effet sur la croissance des cellules Hs578T 

[128], [197]. Une seconde étude réalisée par Eun-Ha Koh, et al. (2014) observe que 

l’inhibition de l’ARNm de MGB1 n’a aucun effet dans les cellules du cancer du sein 

MDA-MB-231, tandis qu’une surexpression diminue la viabilité cellulaire et réduit la 

migration et l’invasion [197]. Ces résultats dans les mêmes lignées cellulaires montrent 

l’inverse de ce qui a été observé par Picot, N. et al. (2016) [171]. D’une part, Picot, N. et 

al. (2016) observent que la taille de la protéine MGB1 est de 50 kDa [171] par 

immunobuvardage en conditions dénaturantes alors que les tailles observées dans la 

littérature sont de 18 à 25 kDa [37]. De plus, la taille de 50 kDa était expliquée par la 

possibilité de la formation d’hétérotétramère avec la LIPB joint par trois ponts disulfures. 

Ces trois ponts disulfures résisteraient à des conditions dénaturantes extrêmes comme 

l’ajout du DTT, de beta mercaptoéthanol et l’ébullition pendant 15 min. Une réaction PCR 

avec des amorces ciblant l’ARNm de LIPB dans plusieurs lignées mammaires montre que 

les cellules MDA-MB-231 n’expriment pas ce gène (Annexe). D’autre part, l’anticorps 

polyclonal utilisé par Picot, N. et al. (2016) [171], anti-MGB1 ab83499 d’Abcam, est 

maintenant discontinué. Selon la plateforme Labome 

(https://www.labome.com/index.html, 5 février 2019), un seul article a été publié 

présentant des résultats d’immunobuvardage utilisant cet anticorps MGB1 ab83499 

d’Abcam. Par ailleurs, les shARN utilisés par Picot, N. et al. (2016) (TG309625A, 

TG309625B, TG309625C, TG309625D de Open Biosystem) ne sont plus commercialisés 

parce qu’ils étaient non spécifiques [171]. Certaines publications suggèrent que le taux 

d’expression protéique de MGB1 dans la lignée cellulaire MDA-MB-231 est sous le seuil 

de détection malgré la détection de l’ARNm par qPCR [37, 84, 198-200]. Cependant, les 

résultats de Picot, N. et al. (2016) [171] corrèlent avec l’étude de l’implication de la 

protéine MGB1 dans les cancers cervicaux et du sein par Fischer, K., et al. (2014). Ils 

observent qu’une surexpression de l’ARNm de MGB1 induit la prolifération des cellules 

https://www.labome.com/index.html
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chez ce type de cancer [95]. Plus d’études in vivo seront nécessaires pour valider ces 

résultats. 

Nos études in vivo n’ont montré aucun effet du shARN inhibant l’expression de 

l’ARNm de MGB1 sur la prolifération des greffons de cellules MDA-MB-231. Les 

cellules contrôles non transfectées ont tendance à former des tumeurs plus petites. Ceci 

peut être causé par le fait que le nombre de passages cellulaires en culture des cellules 

MDA-MB-231 n’est pas le même que celui des cellules stablement transfectées avec le 

shARN contrôle ou ciblant l’ARNm de MGB1. Cependant, ces résultats ne sont pas 

statistiquement significatifs. Il aurait été préférable de transfecter des cellules qui 

expriment un plus haut taux d’ARNm de MGB1 que les MDA-MB-231 pour observer un 

plus grand effet de l’inhibition de l’ARNm de MGB1. Nous avons essayé de créer des 

cellules transfectées avec un CRISPR ciblant l’ADN génomique de MGB1 pour inhiber 

l’expression de son ARNm ou induire une mutation qui rend la protéine MGB1 non 

fonctionnelle. Après plusieurs tentatives, la transcription de l'ARNm de MGB1 était 

toujours détectée par qPCR. Cependant, puisque nous ne possédons pas d’anticorps qui 

cible la MGB1, il était impossible de déterminer si la protéine était toujours exprimée avec 

les mutations ou la délétion causées par le CRISPR sur l’ADN génomique de MGB1. Une 

optimisation de la séquence d’ARN guide est nécessaire pour inhiber l’expression de 

MGB1 via la méthode CRISPR. Cette approche permettrait de mieux comprendre l’effet 

des ARNm isoformes tronquées de MGB1 qui contiennent ou non un codon d’arrêt.  

Les transcrits tronqués ne contiennent pas de codons d’arrêt commun. Même s’ils 

sont retrouvés dans la fraction polysomale, il se peut que ceux-ci fassent partie de la 

machinerie NGD ou NSD. L’inhibition de l’ARNm de HBS1 n’a pas montré une 

augmentation d’expression des transcrits ARNm du gène MGB1, ce qui suggère que 

l’ARNm de MGB1 ne passe pas par cette cascade de contrôle des transcrits tronqués. 

D’autres études sur les protéines impliquées dans ce mécanisme seraient nécessaires pour 

conclure cette observation. Par exemple, il pourrait être intéressant d’étudier l’inhibition 

d’autres gènes impliqués dans le NGD et NSD comme la protéine de type 2 effacée dans 

le cancer de l'ovaire (DOC2) [162]. Par ailleurs, la concentration non modulée de l’ARNm 

de MGB1 par l’absence de l’ARNm de HBS1 pourrait suggérer la présence d’un lncARN. 
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Leurs tailles typiques d’environ 200 pb, l’absence d’un codon d'arrêt et la présence d’une 

queue poly A sont des caractéristiques d’un lncARN.  

Les lncARN sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires incluant la 

régulation de l’expression des gènes ou de l’activité des protéines [201]. Il est possible 

que les ARNs tronqués de MGB1 soient des lncARN. Cependant, puisqu’il y a peu de 

conservation des séquences de lncRNA entre les espèces, il est difficile de prédire leurs 

fonctions chez les cellules humaines [201]. L’absence de codons d'arrêt commun pourrait 

quand même produire des protéines grâce aux codons d’arrêts rares. Pour déterminer si 

ces ARNs ne sont pas transcrits et sont en effet des lncARN, il est possible de surexprimer 

ces transcrits avec un tag HIS en C-terminal. Si les lncARN ne sont pas traduits en 

protéines puisqu’ils n’ont pas de codon d'arrêt, l’étiquette HIS sera absente lorsque 

détectée par immunobuvardage. Il est impossible d’utiliser une étiquette en N-terminal 

puisque la protéine MGB1 est sécrétée et la séquence signal serait clivée avec l’étiquette. 

L’étiquette en N-terminal devrait se trouver entre le peptide signal aux résidus 18 et 19 et 

le reste de la protéine. L’ajout d’une séquence liante serait aussi nécessaire puisque 

l’étiquette en C-terminal était masquée lors de l’immunoprécipitation sans séquence 

liante. D’une part, une des aberrations de l’ARN causées par le cancer peut créer des 

défauts dans la machinerie de transcription par l’ARN polymérase causant une 

polyadénylation précoce [156]. D’autre part, puisque les mêmes transcrits ont été observés 

dans plusieurs lignées cellulaires mammaires du cancer du sein (MCF7 (carcinome 

canalaire), T47D (carcinome canalaire), MCF12A (épithéliale mammaire), MCF10A 

(épithéliale mammaire), MDA-MB-231 (carcinome canalaire), MDA-MB-415 

(carcinome lobulaire), MDA-MB-468 (carcinome lobulaire), BT-549 (carcinome 

canalaire), et SKBR3 (carcinome lobulaire)), la nature de ces transcrits est non aléatoire.  

Les résultats de l'essai luciférase sur l’activité du promoteur du gène MGB1 ne 

nous ont pas permis de déterminer dans quelle région se retrouve le promoteur minimal 

du gène MGB1. Le traitement PMA/Ionomycine active toutes les constructions 

plasmidiques avec différentes longueurs de promoteurs du gène MGB1. Plus la séquence 

est longue, moins le gène est activé. Une des cascades signalétiques parmi plusieurs 

induite par le traitement PMA/Ionomycine est l’activation des pompes calciques. Ceci 
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mène à l’augmentation du calcium à l’intérieur de la cellule et active les facteurs de 

transcription NFAT et NFκB [202]. Le PMA active la protéine kinase C (PKC), une 

famille d'enzymes impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la 

croissance cellulaire, la différenciation et l'apoptose. L'activation de la PKC entraîne des 

événements de signalisation en aval, notamment l'activation de MAPK tels que ERK1/2, 

JNK et p38, ainsi que l'activation de facteurs de transcription tels que NFκB [202]. La 

combinaison de PMA et d'Ionomycine peut conduire à l'activation de la voie du NFAT. 

PMA active la PKC, qui à son tour active la phospholipase C pour générer de l'inositol 

triphosphate et du diacylglycérol. L'inositol triphosphate induit la libération de calcium à 

partir des réserves intracellulaires, ce qui entraîne une augmentation des niveaux de 

calcium cytosolique [202]. Les niveaux élevés de calcium, ainsi que le diacylglycérol, 

activent la phosphatase calcineurine, qui déphosphoryle NFAT et lui permet de se 

transloquer dans le noyau, où il peut moduler l'expression génique. PMA peut induire la 

production d'espèces réactives de l'oxygène dans les cellules, ce qui entraîne l'activation 

de voies de signalisation sensibles au redox [202]. L’activité de ces facteurs de 

transcription peut mener à un cancer plus invasif [202]. Une approche plus robuste en 

utilisant de plus petites fractions du promoteur permettrait d’identifier le promoteur 

minimal du gène MGB1 et pourrait aider à élucider les protéines qui sont impliquées dans 

l’activation de l’expression de l’ARNm de MGB1. 

La liste exhaustive d’anticorps pour cibler la protéine MGB1 n’a pas permis de 

visualiser cette protéine par immunobuvardage. Depuis ces tests, certains anticorps ne sont 

plus commercialisés, y compris Abcam (ab83499), Abcam (ab177905) et Abcam 

(ab55416). Sur le site web d’Abcam, l’anticorps ab82203 a comme revue d’être de faible 

qualité. L’anticorps chez Proteintec (23501-1-AP) est associé à une seule publication de 

2013 [203]. ThermoFisher Scientific a caractérisé l’efficacité de leur anticorps MA5-

15479 de ThermoFisher Scientific en utilisant la protéine MGB1 recombinante purifiée 

chez l’E. Coli. La protéine MGB1 nécessite des modifications post-traductionnelles 

comme la glycosylation et ce mécanisme de maturation protéique est absent chez l’E. Coli. 

La taille de la protéine MGB1 reconnue par les anticorps commercialisés varie entre 6.5 

et 34 kDa. La création de la protéine recombinante MGB1 (Chapitre IV) avec une 

séquence liante et une étiquette HIS (~3 kDa) en C-terminal par transfection des cellules 
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ExpI nous a permis de voir par immunobuvardage la protéine MGB1 sécrétée d’une taille 

d’environ 23 kDa. L’ajout d’une séquence liante et une étiquette HIS n’affecte pas la 

capacité des anticorps commercialisés à détecter la protéine MGB1 par 

immunobuvardage. Cependant, l’ajout de la séquence liante et de l’étiquette HIS peut 

affecter la structure tridimensionnelle et la fonction de la protéine. 

L’immunoprécipitation de la protéine recombinante MGB1 a nécessité l’essai de 

plusieurs séquences liantes de différentes longueurs et l’ajout de deux séquences Myc. La 

protéine MGB1 repliée dans sa forme native cache l’étiquette en C-terminal. L’ajout d’une 

deuxième étiquette Myc permet une liaison plus forte avec les billes anti-Myc. Ces 

modifications apportées à la protéine recombinante MGB1-Myc nous ont permis de 

précipiter une plus grande quantité de cette protéine dans le surnagent et de la lyse des 

cellules du cancer du sein SKBR3. Comme l'analyse bio-informatique l’avait prédite, il y 

a en effet deux sites de glycosylations de la protéine MGB1. La MGB1-Myc protéine 

intracellulaire est d’un poids d’environ 18 kDa alors que la protéine sécrétée est d’environ 

23 kDa. La protéine sécrétée déglycosylée par traitement de PGNase avec une étiquette 

Myc est d’une taille d’environ 12 kDa, la séquence liante est d’environ 3 kDa et la 

séquence signal de sécrétion qui est clivée est d’environ 2 kDa. Les deux isoformes 

protéiques de MGB1 wt et E2∆9 ont co-immunoprécipités les mêmes protéines. 

Cependant, plusieurs protéines immunoprécipitées font partie de la synthèse de l’ATP et 

GTP. Le 17β-estradiol et l’œstrogène sont considérés comme étant capables de moduler 

l’activité d’ATP synthase. On peut retrouver des récepteurs œstrogènes chez la 

mitochondrie qui peuvent moduler l’activité mitochondriale telle que la synthèse de 

l’ATP, le potentiel membranaire et la concentration de calcium. De plus, l’œstrogène peut 

inhiber la mort cellulaire en diminuant l’accumulation et production de radicaux libres 

qui, en retour, préservent les fonctions de la mitochondrie par un mécanisme récepteur 

dépendant et indépendant. Plusieurs études montrent que le 17β-estradiol affecte 

directement l’ATP synthase/ATPase des mitochondries cellulaires ou isolées [204], [205]. 

Il est connu que MGB1 se lie à des hormones stéroïdes dans le but de les séquestrer [27]. 

Il serait donc intéressant de voir si l’œstrogène, la prostaglandine, des hormones stéroïdes, 

le PEITC (Phenethyl isothiocyanate) et d’autres molécules stimulent l’expression du gène 

MGB1 comme chez la protéine homologue UGB [27, 29]. Les hormones stéroïdiennes 
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sont impliquées dans certains cancers du sein [5]. D’autres études seront nécessaires pour 

déterminer si la surexpression du gène MGB1 a un effet sur l’activité des hormones 

stéroïdes et si ces hormones peuvent être séquestrées par la liaison à la protéine MGB1. 

Ces études pourraient révéler le rôle de MGB1 dans les cancers du sein hormonaux versus 

Triple Négatifs dépourvus de récepteurs hormonaux et expliquer pourquoi l’expression de 

la protéine MGB1 dans le cancer du sein est divergente. La surexpression de l’ARNm de 

MGB1 et l’ajout ou non d’œstrogène dans le milieu de culture tout en évaluant l’activité 

mitochondriale pourraient déterminer le rôle que joue la protéine MGB1 sur l’homéostasie 

des mitochondries des cellules mammaires. Il est connu que les récepteurs d'œstrogènes 

sur les mitochondries des cellules cancéreuses du sein sont impliqués dans la régulation 

de la fonction mitochondriale et favorise la croissance des cellules cancéreuses [206]. Il 

serait aussi intéressant de voir si la protéine MGB1 sécrétée est liée à une molécule 

stéroïde. Il est possible de déterminer ceci par immunoprécipitation. La protéine MGB1 

peut être capturée du milieu cellulaire et le complexe serait évalué pour détecter la 

présence d’œstrogène ou d’œstradiol grâce à un kit ELISA commercialisé (Cusabio, 

Human estrogen, E ELISA kit CSB-E07286h).  

La protéine DHRS2 est aussi co-immunoprécipitée avec MGB1. Cette protéine 

fait partie de la famille des SDR qui métabolise de nombreux composés différents, tels 

que les hormones stéroïdes, les prostaglandines, les rétinoïdes, les lipides et les 

xénobiotiques [183]. Dans le cancer du sein, l’expression du gène DHRS2, aussi connu 

sous le nom de Hep27, corrèle avec l’expression du récepteur œstrogène et la fonction du 

gène Protéine kinase activée par un mitogène (P53) [207]. La préprotéine DHRS2 

contient un signal de ciblage mitochondrial en N-terminal de sa séquence protéique qui 

est clivée après l’importation mitochondriale. Ceci entraîne une accumulation de DHRS2 

dans la matrice mitochondriale. Une fraction des protéines DHRS2 mitochondriales se 

déplace vers le noyau, où elle se lie à la Protéine Souris Double Minute 2 Homologues 

(Mdm2) dans le domaine central, ce qui entraîne l’atténuation de la dégradation de la 

protéine P53 médiée par Mdm2 [207]. De la liste de gènes co-immunoprécipités avec 

MGB1, la protéine DHRS2 est le seul oncogène. Il serait intéressant de voir l’activité 

enzymatique de DHRS2 en présence ou absence de la protéine MGB1. La protéine MGB1 
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pourrait réguler l’activité de DHRS2 qui est impliquée dans la dégradation de P53 qui est 

impliquée dans la réparation de l’ADN et suppresseur du cancer [208]. 

Mais pour accomplir ces études, de meilleurs anticorps ciblant la protéine MGB1 

seront nécessaires. Plusieurs compagnies peuvent créer des anticorps plus efficaces et 

performants que ceux actuellement commercialisés pour détecter la protéine MGB1. La 

bibliothèque de phage optimisée par bio-informatique est unique à DistributedBio. Ce 

laboratoire est également spécialisé dans la création d’anticorps ciblant de petites 

séquences d’aa comme pour la génération d’anti-idiotype. Ces anticorps reconnaissent un 

petit épitope unique du site de liaison à l’antigène d’un autre anticorps. Cependant, les 

scFv qui ont été recueillis après deux tentatives de sélection de phages reconnaissent les 

deux isoformes de MGB1 et E2∆9 même si ceux-ci présentent trois aa différents. Ce 

travail laborieux de six mois nécessiterait davantage de temps pour optimiser la sélection. 

Notre méthode consistait à utiliser les deux isoformes de MGB1 wt et E2∆9. Une méthode 

alternative serait de générer la petite région peptidique avec une délétion de trois aa qui 

diffèrent entre les deux protéines. Ce peptide serait par la suite utilisé comme antigène de 

sélection au lieu de la protéine entière. Puisque le peptide est plus petit que la protéine 

entière, ceci réduirait l’espace disponible pour les scFv à se lier et augmenterait la 

précision de ceux capturés.  

En mai 2020, une équipe de Beijing a créé des nanoparticules (NP), des particules 

d’acide polylactique-co-glycolique recouvertes d’anticorps mAb785, ciblant le peptide 

membranaire de la protéine MGB1 en sécrétion. Dans leurs études, ils ont aussi essayé 

plusieurs anticorps commercialisés ciblant la protéine MGB1. De cette liste, seul 

l’anticorps MA5-12638 de ThermoFisher Scientific était spécifique à la protéine MGB1. 

Ils ont créé plusieurs centaines de NP ciblant la protéine MGB1 et 19 d’entre elles avec 

une forte affinité ont été sélectionnées. Ils ont ensuite évalué quels épitopes de la protéine 

MGB1 étaient reconnus par ces anticorps. Sept d’entre eux ont été choisis puisqu’ils 

ciblaient différentes régions de la protéine MGB1. Par immunofluorescence, cytométrie 

de flux et immunohistochimie, ils ont été capables d’identifier les anticorps qui 

parviennent à se lier à la surface des cellules ZR75.1 qui expriment la protéine MGB1. 



171 

L’épitope qui était reconnu se situe en N-terminal aux résidus 42 à 51 de la protéine 

MGB1. Le but de leurs études est de créer des immunothérapies ciblant MGB1 [134].   

D’autres groupes travaillent à créer des thérapies ciblant MGB1. Une équipe de 

l’Université américaine du Caire (AUC) a créé une thérapie ciblée avec doxorubicine et 

la protéine MGB1. Ces NP de chitosan contenaient la doxorubicine et elles étaient 

recouvertes d’anticorps ciblant la protéine MBG1. Cette preuve de concept montre qu’il 

est possible de concevoir en laboratoire des NP qui peuvent être combinées à des anticorps 

pour créer de nouvelles approches thérapeutiques ciblées. Cependant, celles-ci n’ont pas 

encore été testées in vitro ou in vivo, des conditions qui reflètent mieux l’efficacité de 

telles thérapies basées sur des protéines secrétées comme MGB1 [209].  

Puisque la MGB1 est secrétée, nous avons tenté de surexprimer la protéine MGB1 

dans des cellules en culture pour en recueillir le surnageant afin de mieux comprendre son 

rôle extracellulaire. Le surnageant cellulaire contenant les protéines MGB1 sécrétées a été 

incubé avec une autre lignée cellulaire du cancer du sein pour déterminer si la présence 

de protéines MGB1 dans le milieu de culture affecte la croissance des cellules. La 

prolifération des cellules incubées dans un milieu de culture contenant la MGB1 n’a pas 

été affectée comparativement aux cellules incubées dans un milieu de culture contrôle. 

Malgré ce fait, il serait intéressant de voir si la protéine MGB1 parvient à s’internaliser 

dans d’autres cellules cibles. Celle-ci peut être internalisée de plusieurs façons, par 

exemple, par phagocytose ou endocytose qui impliquent la voie lysosomale [210]. Pour 

ce faire, il est possible de marquer la protéine MGB1 avec le test Phab Dye G9841 de 

Promega qui est un fluorophore pH sensible. Ce fluorophore se lie aux résidus Lys de la 

protéine et n’est fluorescent que lorsqu’il se retrouve dans un environnement dont le pH 

est acide. Un pH acide correspond habituellement à l’intérieur des lysosomes. La protéine 

MGB1 peut aussi être internalisée de façon lysozyme indépendante. Pour déterminer ceci, 

il est possible d’ajouter une étiquette fluorescente à la protéine MGB1 comme la Protéine 

fluorescente verte (GFP). Si la protéine MGB1 est internalisée, il serait intéressant de créer 

des Complexes Anticorps de Livraison (ADC) avec les anticorps créés par Distributed 

Bio.  
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La surexpression de la protéine MGB1 et de l’isoforme E2∆9 chez différentes 

lignées cellulaires mammaires n’ont montré aucune différence sur la prolifération de 

cellules du cancer du sein transfectées de façon transitoire et analysées par des tests de 

viabilité. Ces mêmes résultats sont aussi observés lorsqu’on ajoute le milieu de culture 

contenant la protéine MGB1. Cependant, les résultats du test de prolifération montrent 

une légère diminution du signal de fluorescence du test CTB non significative lorsque les 

cellules sont transfectées avec l’ADN recombinant de MGB1. Pour confirmer qu’il n’y 

avait pas d’effet sur la croissance cellulaire, nous avons aussi effectué un test de 

prolifération de colonies colorées au cristal violet (résultats non montrés). La 

surexpression de l’ARNm de MGB1 et E2∆9 n’a pas d’effets sur le nombre de colonies 

générées. La légère diminution du signal de fluorescence CTB pourrait cependant indiquer 

que la protéine MGB1 a un effet sur la capacité de la cellule à transformer la résazurine 

en résorufin par respiration aérobique, car ce mécanisme est à la base du test CTB. La co-

immunoprécipitation de la protéine MGB1 et de protéines mitochondriales SLC25A4, 5 

et 12 pourrait expliquer ce phénomène [188].  

De plus, la surexpression de l’ARNm de MGB1 et E2∆9 n’a aucun effet sur la 

prolifération, l’invasion et la formation de sphéroïdes chez les cellules MDA-MB-231 

transfectées de façon transitoire. Selon nos résultats, le gène MGB1 et ses isoformes 

ARNm et protéiques ne semblent pas être impliqués dans la progression des cellules du 

cancer du sein in vivo et in vitro. Des études additionnelles seront nécessaires pour élucider 

le rôle de MGB1 dans la pathogenèse du cancer du sein.  
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CONCLUSION 

5.1 Résumé  

Pour conclure, selon nos études, la protéine MGB1 et l’isoforme E2∆9 pourraient 

avoir des fonctions semblables ou compétitives dans les cellules mammaires puisqu’elles 

sont liées aux mêmes protéines. En revanche, plus d'études seront nécessaires pour 

confimer ces résultats. En dépit de leur abondance dans le cancer du sein, selon nos 

résultats, la surexpression transitoire de la protéine recombinante MGB1 ou l’isoforme 

E2∆9 n’affecte pas la capacité des cellules cancéreuses à proliférer, migrer ou envahir un 

gel formée de protéines de la matrice extracellulaire. En revanche, un modèle cellulaire 

knockout avec de nouveaux shARN ou par méthode CRISPR pourrait aider à confirmer 

ces résultats. Les résultats in vivo sur l’absence de MGB1 dans les cellules du cancer du 

sein MDA-MB-231 ne montrent pas d’effets sur la croissance des greffons chez la souris. 

Par ailleurs, nous avons confirmé que la protéine MGB1 et l’isoforme E2∆9 possèdent 

deux sites de glycosylations. Ces protéines sont glycosylées et sécrétées. Ceci suggère 

qu’elles pourraient avoir des fonctions extracellulaires potentielles qui affecteraient peut-

être l’environnement tumoral. En effet, ces protéines auraient la capacité de se lier à 

l’hormone stéroïde prostaglandine et pourraient influencer la réponse inflammatoire. Plus 

d’études seront nécessaire pour le confirmer. 

5.2 Perspectives 

Ce projet apporte de nouvelles pistes pour élucider le rôle contradictoire de la 

protéine MGB1. Jusqu’à présent, il reste encore beaucoup à comprendre sur la MGB1 et 

les autres protéines de la famille des sécretoglobines. La protéine MGB1 est sécrétée et 

elle possède peut-être des fonctions extracellulaires qui ne sont encore pas découvertes. Il 

serait intéressant de confirmer si la MGB1 se lie à d’autres hormones stéroïdes que la 

prostaglandine comme la progestérone et l’œstrogène. Dans la même optique, il serait 

intéressant de vérifier si la surexpression de cette protéine chez un cancer positif pour les 

récepteurs hormonaux ER, PR, et HER2 affecte la croissance de la tumeur ou la réponse 



174 

aux traitements anticancéreux. Une autre piste qui suggère que la protéine MGB1 est 

impliquée dans le métabolisme cancéreux ou des hormones est la capacité de se lier à la 

protéine DHRS2 qui possède de fonctions similaires. Il serait intéressant d’évaluer cette 

interaction plus à fond pour mieux comprendre le rôle de MGB1 et les hormones. De plus 

d’autres protéines impliquées dans la liaison de l’ATP aux mitochondries comme 

SLC25A12 et ATP5A1 pourraient suggérer que MGB1 se localise près des mitochondries 

au niveau intracellulaire. Il est connu que les mitochondries possèdent des récepteurs 

hormonaux qui se retrouvent sur leurs membranes. Il serait intéressant de déterminer où 

se retrouve la protéine MGB1 au niveau intracellulaire par microscopie confocale. 

Cependant, de meilleurs anticorps ou des protéines recombinantes MGB1 fluorescentes 

seront nécessaires. Néanmoins, des anticorps plus spécifiques ciblant la protéine MGB1 

seraient utiles pour d’autres applications. Les niveaux d’expression élevésde la protéine 

MGB1 dans les cancers du sein en font une cible thérapeutique intéressante pour des 

immunothérapies ou ADC.  
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