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1 INTRODUCTION

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (ACP) est un cancer redoutable avec un taux
de survie nette a 5 ans de 9% (données Institut National du Cancer, 2018). Le mauvais
pronostic de ’ACP est dii a sa détection souvent tardive associée a un fort potentiel
métastatique et une importante chimiorésistance. Actuellement, malgré le progrés des
traitements, le seul moyen d’améliorer la survie des patients reste la chirurgie a visée curative
réalisable pour environ 20% des cas. Enfin, les projections récentes indiquent que ce cancer,
actuellement la 4°™ cause de mortalité par cancer dans le monde, deviendra le 2°™ cancer le
plus meurtrier en 2030 (Rahib et al., 2014). L’ ACP constitue donc un probléme majeur de
Santé Publique pour lequel il est important de mieux comprendre les mécanismes cellulaires
et moléculaires qui controlent sa progression. Certains facteurs de risque de 1I’ACP
relativement généraux ont été identifiés : il s’agit notamment du tabac, de 1’alcool, de
I’obésité, du diabete, des prédispositions génétiques (~2 a 10% des ACP) et de la pancréatite
chronique (Hu et al., 2021). Il est également suspecté¢ que 1’augmentation du risque d’ACP
soit liée aux changements des habitudes alimentaires de la population dont, entre autres, la

. , . 2+
consommation de magnésium (Mg”").

En effet, il a été observé récemment que la consommation de Mg®" était inférieure aux
recommandations nutritionnelles (380 mg/j chez ’homme et 300 mg/j chez la femme,
ANSES) pour environ la moiti¢é de la population des Etats-Unis, dii principalement aux
procédés industriels qui détruisent 80 a 90% du Mg®" des matiéres premiéres alimentaires, a
la diminution de la consommation de fruits et légumes, a 1’alimentation rapide (fast-food)
mais aussi a ’appauvrissement de la teneur en sels minéraux des sols qui a provoqué la
diminution de 20 a 30% de la quantité de Mg*" dans les fruits et 1égumes au cours des 60
dernieres années (Costello et al., 2016), (Worthington, 2001). Or, des ¢études
épidémiologiques récentes montrent une relation inverse entre la consommation de Mg et le
risque de développer certains cancers dont I’ACP. En effet, une diminution de Ia
consommation de Mg®" de 100 mg par jour est corrélée a une augmentation de 24% de
I’incidence de ’ACP suggérant ainsi que la consommation de Mg”" pourrait étre bénéfique

dans le cadre de la prévention primaire de I’ACP (Dibaba et al., 2015).

A Dinverse, des études sur lignées cellulaires montrent que les cellules cancéreuses

contiennent plus de Mg®', ce qui leur confére un avantage métabolique et stimule leur



prolifération. L’utilisation de modéles in vivo montre que la diminution de Mg*" dans
I’alimentation réduit la taille de la tumeur primaire chez des souris développant des cancers
du poumon, du sein ou du colon alors que la réintroduction de Mg”" stimule la croissance
tumorale. Cependant, les souris atteintes d’hypomagnésémie développent plus de métastases
pulmonaires que les animaux contrdles. La littérature scientifique suggeére qu’un déficit en
Mg*" pourrait étre a I’origine de I’initiation de la transformation cancéreuse et de la formation
des métastases alors que la croissance de la tumeur primaire serait quant a elle stimulée par la

consommation de Mg”" (Castiglioni and Maier, 2011)

Le Mg*" est le cation divalent le plus présent au sein des cellules de ’organisme. Son
role physiologique est primordial, en effet c’est le cofacteur de nombreuses réactions
enzymatiques. Il est également impliqué dans la synthese protéique et dans celle des acides
nucléiques ainsi que dans leur stabilisation (Dominguez et al., 2021). Son homéostasie
cellulaire est régulée par la présence de transporteurs se situant au niveau de la membrane
plasmique ou mitochondriale. Les deux transporteurs les plus étudiés sont les canaux TRPM7
et TRPM6 (Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamilly M Member 7/6). Ces
deux canaux se situent a la membrane plasmique des cellules de maniére ubiquitaire pour
TRPM?7 et majoritairement au niveau rénal et colique pour TRPM6 (de Baaij, 2015). IIs sont
tous deux, catégorisés comme canaux cationiques non-sélectifs laissant entrer dans la cellule
de nombreux cations divalents dont le Mg*". De plus, ils présentent tous deux un domaine
kinase a leur extrémité C-Terminale et peuvent former des hétérotétrameres (Nadler et al.,
2001; Schlingmann et al., 2007). Le transporteur mitochondrial MRS2 (Mitochondrial RNA
Splicing 2) est le premier des transporteurs au Mg”" caractérisé de maniére moléculaire. 11 est
impliqué dans I’influx intra-mitochondrial de Mg®" et participe donc par cet effet au
métabolisme cellulaire (Bui et al., 1999). Le Tranporteur SLC41A1 (Solute Carrier family 41,
member 1) est un échangeur cytoplasmique qui permettrait un efflux de Mg”* dépendant d’un
influx de Na" (Kolisek et al., 2012). La famille des transporteurs CNNM (Cycline M family)
est composée de 4 protéines, CNNM1-4, les plus étudiées sont CNNM2 et 4. A ’heure
actuelle, leur fonction de transporteurs permettant une régulation directe du Mg*"
intracellulaire n’est pas bien définie (Schéffers et al., 2018). Finalement le transporteur
MAGT1 (Magnesium Transporteur 1) a été identifié par sa capacité a étre surexprimé en cas
d’hypomagnésémie (Goytain and Quamme, 2005). Une publication démontre un transport du
Mg*" voltage-dépendant a I’instar d’un canal ionique dans le cadre de sa surexpression dans

des ovocytes de xénope (Goytain and Quamme, 2005). Chez I’humain le fonctionnement de



cette protéine reste a définir, en effet, certaines études ont commencé a mettre en évidence le
role de MAGT1 dans un complexe de glycosylation au sein du réticulum endoplasmique et
pourrait donc suggérer un role secondaire via un impact sur 1’adressage et la stabilisation a la

membrane plasmique d’autres transporteurs aux Mg (Shrimal et al., 2015).

Dans I’ACP, I’exploration du réle physiopathologique de ces différents transporteurs
est restreinte a I’étude du canal TRPM7, notamment par notre équipe, avec la mise en
évidence de son rdle dans les mécanismes de migration et d’invasion cellulaires (Rybarczyk
et al., 2012, 2017). Une autre étude a permis la mise en évidence du role de SLC41A1 dans la
prolifération et I’établissement des métastases dans des modeles orthoptiques d’ACP (Xie et

al., 2019).

En résumé, la consommation de Mg*" semble clairement associée avec le risque de
cancer et notamment de I’ACP et les homéostasies tissulaire et cellulaire du Mg®" semblent
fortement altérées en fonction de la progression du cancer. Ainsi, il serait particuliérement
intéressant d’approfondir I’étudie de I’expression de ces transporteurs au Mg ainsi que

leur(s) role(s) dans la progression de I’ACP.

Objectifs du travail :

1. Déterminer le profil d’expression des différents transporteurs au Mg au sein de la
cohorte d’adénocarcinome pancréatique du TCGA et sélectionner une cible
d’intérét.

2. Déterminer au sein d’une cohorte de patient du CHU Amiens Picardie, I’expression
de ce transporteur d’intérét dans les tissus tumoraux d’ACP.

3. Evaluer le réle de ce transporteur dans les processus physiopathologiques de I’ACP.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Analyse du Tissue Cancer Genome Atlas (TCGA)

L’analyse de I’expression des principaux transporteurs au magnésium a été réalisée a
I’aide du site GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn). Ce site permet, pour chaque transporteur,
I’analyse de I’expression des transcrits (ARNm) en compilant les données issues de la cohorte
PAAD (PAncreatic ADenocarcinoma) (Raphael et al., 2017) issue du TCGA (Tissue Cancer
Genomic Atlas) a celle du GTEX (Genome Tissue Expression). Le profil d’expression
d’échantillons tumoraux versus non-tumoraux a ¢été ainsi comparé. Afin de déterminer une
possible corrélation d’expression entre certains transporteurs, une analyse statistique en
composante principale a été réalisée en analysant les données d’expression du TCGA (cohorte
PAAD) a I’aide du site c-bioportal (https://www.cbioportal.org) et du logiciel R pour 1’étude
statistique. Cette analyse a été réalisée avec 1’aide du Dr. Nicolas Jonckheere (UMR 9020-
U1277, Université de Lille) et de Melle Julie Auwercx (Doctorante, UR-UPJV 4667).
Finalement, La corrélation de I’expression de notre transporteur d’intérét a la survie des

patients a également été réalisée par le biais de GEPIA2 selon un test logrank.

Les données d’expression en immunohistochimie préliminaires a ce travail ont été
obtenues par le biais du site Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org) mettant a disposition
le résultat d’immunomarquage anti-MAGT1 dans neuf tissus tumoraux pancréatiques.
L’anticorps HPA049851 (Sigma) dirigé contre MAGT]1 est celui utilisé pour les lames mises

a disposition suivant les criteéres de validation du site.

2.2 Criteéres d’inclusion patients

Pour cette étude, les patients inclus, sont des patients opérés a visée curative d’un ACP
au CHU Amiens Picardie, au sein du service de chirurgie digestive du Pr. J.M. Regimbeau. La
période d’inclusion pour cette étude s’étend de Janvier 2019 a Aot 2021, ce délai de deux
ans a ¢été préféré afin de garantir la meilleure qualité possible pour la technique d’extraction
d’ARN sur fragment fixé en paraffine. Les parametres recueillis sont tout d’abord tres
généraux avec: le sexe, l’dge au moment de la chirurgie. Puis les parametres
anatomopathologiques déterminés lors de la prise en charge de la piéce opératoire ont ensuite

¢été recueillis. Ces derniers sont : le grade histologique classé en trois catégories, G1 pour les
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tumeurs bien différenciées, G2 pour les tumeurs modérément différentiées et G3 pour les
tumeurs peu différentiées. La taille a ensuite été recueillie avec trois catégories également, T1
(taille < 2cm), T2 (2 < Tumeur < 4cm) et T3 (Tumeur > 4cm). Le statut métastatique au
niveau ganglionnaire a été recueilli en trois catégories : NO, absence de métastases
ganglionnaires ; N1, 1 a 3 ganglions envahis ; N2, 4 ganglions ou plus d’envahis. La présence
de métastases a distance a été recherchée et classée en 2 catégories : MO, absence de
métastase ; M1, présence. Puis la présence ou non d’engainement peri-nerveux (EPN+/-),

d’invasion vasculaire (IV+/-) et la qualité de la résection (RO, R1) ont finalement été recueillis.

2.3 Expression immunohistochimique de MAGT1

Les échantillons de tissus pancréatiques tumoraux et non-tumoraux ont été obtenus a
partir de pieces de duodéno-pancréatectomies céphaliques ou de splénopancréatectomies
analysées au sein du service d’anatomie et de cytologie pathologiques du CHU Amiens-
Picardie dirigé par le Pr. D. Chatelain. Le bloc contenant 1’échantillon tissulaire fixé en
formol et inclus en paraffine a été sélectionné, avec comme critére la présence sur la lame

d’observation de tissu tumoral et non-tumoral (contrdle négatif interne).

Les blocs ont ensuite été « techniqués » par le biais du processus classique d’analyse par
immunohistochimie. Des coupes de 2 a 3 um d’épaisseur sont réalisées et déposées sur une
plaque chauffée a 75°C afin de déparaffiner la lame. Ensuite les lames sont placées dans un
automate (Ventana, Tucson, USA) ou elles subissent un pré-traitement au « cell
conditionner » 1, pH 9, pendant 64 minutes. L’anticorps primaire dirigé contre MAGT1
(HPAO049851, Sigma) est ensuite incubé pendant 32 minutes & une dilution de 1/50 et
I’anticorps secondaire (cell signalling) pendant 8 minutes. La révélation a été réalisée a ’aide
du kit OptiView DAB ICH (Roche diagnosis). La derni¢re étape consiste en une contre-
coloration a I’hématoxyline pendant 4 minutes. La lame ainsi préparée est rincée puis montée
sous lamelle. Une phase test a également été réalisée avec un second anticorps anti-MAGT]1
(ANT-197 Alomone). Cette phase a consisté au test pour les deux anticorps de multiples
dilutions s’échelonnant du 1/20 au 1/150 associé¢ a différents types de prétraitement et de

I’utilisation ou non du kit de révélation optiview.

Une double lecture des lames a été effectuée en présence du Pr. D. Chatelain. Les tissus
pancréatiques tumoraux sont hétérogénes. L’analyse de ce type de tissu demande donc une

méthode de « scoring » particuliere. Tout d’abord, un score entre 1 et 3 est attribué en
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fonction du marquage (1 = faible et 3 = fort) pour chaque lame. Puis, un pourcentage par
intensit¢ de marquage retrouvé sur la lame est déterminé. Les différentes intensités ont été
multipliées par leurs pourcentages respectifs, puis ensuite additionnées pour donner un score
final sous la forme d’une variable quantitative continue s’étalant théoriquement de 0 a 3

(Rybarczyk et al., 2012).

2.4 Extraction d’ARN a partir de blocs FFPE

Pour cette étape, une technique d’extraction automatisée utilisant un automate
permettant 1’extraction d’ADN et/ou d’ARN sur tissus inclus en paraffine est réalisée. Pour
réaliser cette méthode, des copeaux d’une épaisseur de 10pum sont réalisés pour chaque bloc
de tissu tumoral ou sain. Trois copeaux sont ensuite placés au sein de I’automate qui effectue
I’ensemble du processus d’extraction de maniére automatisée. L’¢luat obtenu est ensuite dosé
en utilisant une technique de fluorimétrie utilisant le kit qubit RNA BR associé au fluorimetre

Qubit (Invitrogen).

Finalement, la qualit¢ des ARN obtenus a été testée a I’aide du bioanalyseur 2100
d’Agilent. Cette technique permet la réalisation d’une électrophorése automatisée avec une
faible consommation de matériel. En effet, ’utilisation du kit Bioanalyser RNA 6000 nano,
Agilent a permis par I’intégration d’un fluorochrome a I’ARN et ensuite par sa migration au
travers de la puce spécifique fournie au sein du kit de déterminer la qualité de nos ARN. Cette
qualité est représentée par le RIN (RNA Integrity Number) qui a été déterminé pour chaque
¢chantillon par le biais du logiciel intégré a ’automate. Le RIN, dont I'unité est arbitraire,

s’échelonne de 10 pour de I’ARN intact a 2 pour de I’ARN dégradé.

2.5 Culture cellulaire
Pour ce travail, la lignée PANC-1 a été utilisée. Celle-ci provient de L’ American Tissue
Culture Collection (ATCC). Elle a été isolée a partir d’une tumeur de la téte du pancréas chez
un homme de 56 ans, chez qui des métastases ont été détectées. La lignée PANC-1 fait partie

des lignées peu différenciées (Deer et al., 2010) et peut donc s’apparenter a un cancer de

grade III (Sipos et al., 2003).
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Toutes les manipulations nécessaires a la culture des cellules sont réalisées dans une
salle dédiée a la culture cellulaire, sous un poste de sécurité microbiologique de type II (Faster
BH-EN-2003-S) pour minimiser au maximum le risque de contamination. Les cellules sont
tout d’abord décongelées suivant une procédure standard recommandée par ’ATCC. Cela
consiste a incuber I’ampoule contenant les cellules congelées a 37°C jusqu’a sa décongélation
totale puis les cellules dans leur milieu de congélation (Sérum de Veau Fcetal (SVF) + DMSO
10%) sont resuspendues dans un flacon de culture 25 cm” contenant 6 ml de milieu de culture.
Le milieu de culture des cellules PANC-1 est constitu¢ de DMEM (Sigma) additionné de SVF
décomplémenté (10%, Lonza). Le milieu de culture sera renouvelé apres 24h afin d’éliminer
I’ensemble du DMSO, solvant pouvant, a forte concentration, étre toxique pour les cellules. Il

sera ensuite renouvelé de manicre classique toutes les 48h.

Les cellules sont cultivées dans des flacons de culture cellulaire de 25 ou de 75 cm?
(Nunc) traités pour favoriser 1’adhésion des cellules au support. Les cellules sont conservées
dans un incubateur dans lequel est maintenue une atmosphere a 37°C, saturée en humidité et
contenant 5% de CO,. Afin d’éviter le phénomene d’inhibition de contact, les cellules doivent
étre décollées par 1’action de la trypsine lorsque la confluence a I’intérieur du flacon de
culture atteint environ 80%. Apres I’élimination du milieu de culture, les cellules sont
décollées par I’ajout de la trypsine EDTA (0,5g/L, Invitrogen). La trypsine est une enzyme
protéolytique qui, en association avec ’EDTA (un chélateur du calcium), va entrainer la
déstructuration des protéines d’adhésion membranaire. Son action est ensuite neutralisée par
I’ajout du milieu de culture. Aprés homogénéisation mécanique des cellules en suspension, 20
pL du milieu est déposé sur une cellule de Malassez afin d’estimer le nombre de cellules
présentes dans le flacon de culture. Le nombre de cellules a resuspendre pour réaliser les
expériences est calculé. Chaque décollement-resuspension correspond a un cycle appelé
« passage ». Pour éviter une trop grande dérive phénotypique due a une pression de sélection
par dilution, les cellules, ne sont conservées en culture qu’une trentaine de passages puis une

nouvelle ampoule est décongelée.

2.6 Inhibition de MAGT]1 par technique siRNA
Le principe des petits ARN interférents (siRNA pour small interfering RNA) est

d’entrainer la destruction d’un ARNm cible afin d’empécher I’expression de la protéine

d’intérét. Techniquement, cela consiste a faire pénétrer dans la cellule un ARN double brin de
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petite taille (environ 20 pb) appelé siRNA qui sera capté par le complexe multiprotéique
RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Ce complexe va permettre de dissocier le double
brin et de guider le brin anti-sens vers son ARNm cible complémentaire. Le siRNA fixé a son
ARNm cible va entrainer par une parfaite homologie de séquence une destruction de ce
double brin par les protéines argonautes. Ces protéines assurent la fonction catalytique du
complexe RISC et seront a I’origine de la dégradation de I’ARNm. Cette destruction réduisant

fortement 1’expression de la protéine cible.

Au cours de ce travail, les transfections transitoires ont ¢été effectuées par
nucléofection. Cette technique consiste, a 1’aide d’un appareil (nucleofector 2D, Amaxa,
lonza), a créer un arc électrique rendant la membrane plasmique perméable pendant un temps
trés court. Pour réaliser cette technique, des tampons de nucléofection spécifiques aux lignées
cellulaires sont nécessaires (nucleofector kit R, Amaxa). Aprés décollement, 1 million de
cellules sont récupérées pour chaque condition. Deux conditions sont nécessaires : une
utilisant un siRNA contrdle ne touchant aucune séquence d’ARNm connue, et 1’autre utilisant
le siRNA ciblant les ARNm codant pour MAGTT1 (les séquences nucléotidiques utilisées sont
disponibles en annexe). Ces cellules sont centrifugées puis le culot est repris dans 100 pL de
tampon de nucléofection auquel on ajoute 2 pg de siRNA (controle ou cible, Eurogentec). Les
cellules sont ensuite électroporées avec le programme X-005 PANC-1. Enfin, les cellules sont

ensemencées selon les besoins de I’expérience dans leurs milieux respectifs.

2.7 Etude du potentiel migratoire et invasif

Afin d’évaluer I'impact de MAGT] sur les capacités migratoire et invasive de la lignée
PANC-1, les cellules sont transférées dans un systéme de chambres de Boyden. Pour ce faire,
nous avons utilisé des inserts Becton Dickinson (BD353097, France) dont la partie inférieure
est constituée d’'une membrane de polyéthyléne-téréphtalate criblée de pores d'environ 8§ uM
de diamétre. Ces pores sont d’une taille inférieure a celle des cellules cancéreuses afin que la
migration des cellules a travers la membrane se fasse activement et non pas par effet
gravitationnel. Ces inserts sont disposés dans une plaque de culture 24 puits (Falcon 353047),

ce dispositif permet la création de deux compartiments.

Le compartiment supérieur contenant 1’insert accueillera les cellules diluées dans 200 pl
de milieu de culture. Le compartiment inférieur formé par le puit de la plaque de culture

contient 800 pL de milieu de culture. Deux types de migration ont ensuite été évaluées, la
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premicre, dite basale, avec la méme proportion de SVF dans les deux compartiments (10 %).
La seconde est induite par un chimiotactisme généré par un gradient de SVF entre le

compartiment supérieur (0,1%) et le compartiment inférieur (10%).

Les cellules (4x10%) sont placées sur la face supérieure de 1’insert puis sont incubées a
37°C pendant 24 heures. La durée d’incubation est déterminée de telle fagon qu’il n’y ait pas
de prolifération des cellules. Apres le temps d’incubation, les inserts sont retirés des puits puis

traités avec le protocole suivant :

* Ringage au PBS (2 minutes).

* Fixation des cellules au méthanol (10 minutes).

* Coloration par I’hématoxyline de Harris (2 minutes).

* Deux ringages successifs dans I’eau (2 minutes chacun).

Ensuite, a 1’aide d’un coton-tige, il faut enlever les cellules se trouvant sur la face
supérieure de la membrane de I’insert et qui n'ont pas migré. Puis, les cellules se trouvant sur
la face inférieure sont comptées a I’aide d’un microscope inversé (grossissement x40). Le
nombre de cellules par insert est estimé par le comptage de 20 champs a ce grossissement. Par
ce systeme ne sont comptées que les cellules capables d’effectuer un déplacement actif pour

passer a travers les pores.

Le dispositif expérimental pour 1’évaluation de I’invasion cellulaire est similaire a
celui utilisé pour la migration cellulaire. La différence entre ces deux techniques est que la
membrane de I’insert utilis€ pour I’invasion cellulaire (insert d’invasion BD 354480) est
recouverte d’une couche de Matrigel afin de simuler la matrice extracellulaire (MEC). Pour
traverser les pores de la membrane de PET, la cellule va devoir au préalable dégrader la
couche de Matrigel a I’aide d’enzymes protéolytiques (métalloproteinase, cathépsine, etc.). Le
Matrigel est extrait a partir de sarcome de souris (tumeur riche en MEC), il contient environ
60% de laminine, 30% de collagéne IV, 8% d’entactine ainsi que divers facteurs de

croissances.

Le protocole expérimental est similaire a celui utilisé pour la migration cellulaire. Il
est nécessaire d’incuber les inserts d’invasion a 37°C avec du PBS (800uL) 2h avant de placer
les cellules. Cette étape préliminaire permet de préparer la couche de Matrigel. La coloration

et le comptage des cellules restent identiques a ceux utilisés pour la migration.
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2.8 Mesure de la viabilité cellulaire : Test au MTT

Le principe de ce test permettant I’évaluation de la viabilité cellulaire est basé sur la
réduction de I’anneau de tétrazolium par la succinate déshydrogénase mitochondriale des
cellules vivantes en formazan. La couleur du milieu passe alors du jaune au bleu-violacé.
L’intensité de cette coloration dépend de l'activité métabolique des cellules et est donc
proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes. Les différentes étapes sont décrites

ci-dessous :

* Apres avoir éliminé le milieu, on ajoute 800 pl de MTT (0,5 mg/ml préparé dans le
milieu de culture, Sigma) par puits pour une plaque 6 puits (Nunc 140685).

* Les cellules sont incubées pendant 50 minutes a 37°C.

e Le MTT est ¢liminé puis on ajoute 800 ul de DMSO (Sigma) pour dissoudre les
cristaux de formazan.

* le contenu de chaque puit est transféré dans une plaque 96 puits (200 uL dans 4 puits)
(Greiner bio-one 650101).
* Puis lecture au spectrophotometre (Infinite pro200, Tecan) DO : 490-630 nm.

2.9 Analyse par PCR en temps réel.

Des culots secs de cellules transfectées sont récupérés apres centrifugation et aspiration du
surnageant. L’isolation des ARN, ADN et des protéines se fait avec 1 mL de TRIzol™ et la
séparation des différentes phases avec 200 uLL de bromo-chloroforme. Aprés centrifugation a
12 rcf (force centrifuge relative) pendant 15 minutes a 4°C, la phase contenant de ’ARN
(transparente) est récupérée et précipitée avec 500 puL. de 2-isopropanol. Apres une seconde
centrifugation de 12 rcf pendant 15 minutes a 4°C, un culot d’ARN apparait, ce dernier est
resuspendu avec 500 puL d’éthanol 70%, mélangé par vortex, puis recentrifugé a 7,5 rcf
pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant est ¢liminé et le culot d’ARN est de nouveau
suspendu dans de 1’alcool 70% et centrifugé a 7,5 rcf pendant 5 minutes a 4°C. Enfin, ’ARN

obtenu est séché a ’air libre, puis resuspendu dans 25 pL. d’eau stérile (Annexe 3, Figure 3).

Le dosage des ARN extraits est réalisé par mesure de leur absorbance par spectrophotomeétrie
a 260 nm. L’analyse de la pureté de ’ARN se fait par mesure des absorbances a 230, 280, et
320 nm.

Une RT-PCR est d’abord réalisée, elle consiste en la synthése in vitro d’un brin
d’ADNc (complémentaire) a partir d’extraits d’ARN (qui serviront de brin matrice) par
I’action d’une enzyme spécifique : la rétrotrascriptase. La concentration des ARN extraits et

ramenée a 2 pg pour 13,5 uL d’eau stérile puis incorporé au mélange de Retro Transcription
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(2 pL Tampon, 2 pL de tampon, 0.8 pL de dNTP, 1 pL d’inhibiteur d’ARNase) qui est
ensuite placé dans un thermocycleur (Eppendorf Mastercycler gradient). Le programme de

RT (1 cycle) utilisé est le suivant :

* Hybridation des amorces sur I’ARN a 25°C pendant 10 minutes.
* Synthése d’ADNc a 37°C pendant 120 minutes.
¢ Séparation des amorces, des ARN et des ADNc néosynthétisés a 85°C pendant 5 minutes.

e Conservation a 4°C.

Une qRT-PCR est ensuite réalisée, le principe de la PCR quantitative en temps réel repose
sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN présente dans la réaction a un instant t grace a
des sondes fluorescentes qui se fixent sur I’ADN. La fluorescence émise est proportionnelle a
la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de la PCR. La quantit¢ d’amplicons

refléte la quantité d’ADN présente dans I’échantillon initial.

Oéme

Les ADNc néosynthétisées sont dilués au 1/2 puis ajoutés au milieu réactionnel :
14 uL d’amorces et 128 pL de Syber mix (contenant la sonde fluorescente SYBR® Green R,
la Taq polymérase et les dNTPs) dans un volume total de 200 pL. Les mélanges sont
homogénéisés et déposés dans des puits d’une plaque contenant 384 puits (MicroAmp®
Optical 384-well Reaction Plate). La plaque est mise dans le QuantStudio™ 7, aprés avoir
paramétré le programme sur QuantStudio™ 7 Flex System Software. La PCR est lancée pour
40 cycles. L’expression de MAGT]1 et trpm7 est comparée a celle d’un géne de référence, la

protéine intectine 8 (/POS), choisie pour étre stable dans les lignées cancéreuses

pancréatiques (les séquences des différentes amorces utilisées sont disponibles en annexe).

2.10 Analyses statistiques :

Tous les résultats sont présentés sous forme de Moyenne + Erreur Standard a la
Moyenne. Pour le MTT, il y a eu 2 mesures par condition et par passage. Pour la migration et
I’invasion, il y a eu comptage de 40 champs par condition et par passage. N représente le
nombre de passages cellulaires testés et donc le nombre d’expériences indépendantes. Un test
de Kolmogorov-Smirnov est réalisé¢ pour déterminer si les échantillons suivent bien une loi
normale. Si les échantillons suivent une loi normale, alors un test paramétrique de Student est

utilisé pour comparer les deux moyennes. Si les échantillons ne suivent pas une loi normale,
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alors un test non-paramétrique de Mann-Whitney est utilisé¢ pour comparer les deux médianes.
Pour les cas a plus de deux groupes, une ANOVA a été réalisée. Une différence est considérée
comme significative si le P calculé est inférieur a 0,05. Les différences significatives sont
représentées sur les graphiques a l’aide des symboles suivants: *P<0.05, **P<0.01,

*3x4P<0.001.

3 RESULTATS

3.1 Expression des différents transporteurs au magnésium a partir

des données du TCGA et de Protein Atlas.

Le profil d’expression de 179 échantillons tumoraux versus 171 non-tumoraux a été
comparé. La corrélation de 1’expression des différents transporteurs au Mg®" est déterminée a
I’aide des données de la cohorte PAAD du TCGA. En nous basant sur ces données, une étude
de notre équipe analysant 1’expression des principaux transporteurs au Mg>" dans plusieurs
cancers digestifs a permis de mettre en évidence de nombreuses surexpressions dans plusieurs
cancers digestifs (Auwercx, Rybarczyk et al., 2021). Dans ce travail ne seront présentées que

les résultats intéressant I’ ACP.

Dans I’ACP, une corrélation positive entre MAGT1 et TRPM7 (R=0,27) et CNNM4
(R=0,2) est mise en évidence. Il existe également une corrélation positive entre CNNMI1,
CNNM2, et CNNM3 (0,17<R<0,25). Le transporteur mitochondrial MRS2 est, quant a lui,
corrélé positivement 8 CNNM2, CNNM3 et SLC41A1. SLC41A1 est également corrélé
positivement 8 CNNM3 et TRPM7. Il existe, a I’inverse, une corrélation négative entre
CNNM4 et SLC41A1 (R=-0,21) et MRS2 (R=-0,24). L’analyse en composante principale
nous apporte aussi I’information que chez les différents patients, 1’expression de MAGT],

CNNM4 et TRPM6 est indépendante (figure 1, A).

L’analyse de I’expression de ces différents transporteurs dans les tissus pancréatiques
tumoraux versus tissus sains, toujours a I’aide des banques de données compilées du TCGA et
de GTEX, est ensuite réalisée. Une surexpression de MAGT1 et de CNNM4 statistiquement

significative (p<0,01) dans les tissus tumoraux pancréatiques est observée (figure 1, B, C).
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L’analyse de I’expression de MAGT1 en immunohistochimie a I’aide de Protein Atlas
a mis en évidence une expression de la protéine dans 67% des tissus tumoraux pancréatiques
testés (6/9, figure 2 B). L’intensit¢ de marquage est majoritairement faible avec pour un

patient un marquage modéré et pour un autre un marquage fort (figure 2, A et B).
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Figure 1: Analyse de I’expression des différents transporteurs au Mg’* a I’aide des
données du TCGA et du GTEX. A, analyse en composante principale permettant la
détermination de 1’absence ou présence d’une corrélation positive ou négative entre plusieurs
transporteurs. B, analyse de I’expression en ARNm de CNNM4 en fonction des tissus
tumoraux ou sains. C, analyse de I’expression en ARNm de MAGT]1 en fonction des tissus
tumoraux ou sains (Auwercx, Rybarczyk et al., 2021).

Finalement, une analyse de la survie en fonction de la surexpression de MAGT1 dans
la cohorte PAAD du TCGA a été effectuée a 1’aide du site GEPIA2. Cette derni¢re montre

une diminution significative (p=0,017) de la survie pour les patients surexprimant le

transporteur MAGT]1 (figure 2, C).
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Figure 2 : expression de MAGT1 en immunohistochimie (Protein Atlas) et analyse de
survie (TCGA GEPIA2). A, Exemple d’immunomarquage anti-MAGT1 d’intensité
différente. B, histogramme résumant le nombre de patient par catégorie d’intensité de
marquage. C, courbe de survie différentiant les patients surexprimant MAGTI et ceux
I’exprimant faiblement (Auwercx, Rybarczyk et al., 2021).

Devant ces résultats préliminaires encourageants, notre expertise de 1I’implication du
canal TRPM7 dans la physiopathologie de I’ACP et des données bibliographiques disponibles,
nous avons décidé pour la suite de ce travail de nous intéresser a 1’expression et au role

physiopathologique de MAGT]1 dans I’ACP.

3.2 Caractéristiques des patients de I’étude.

Pour les 18 patients de cette étude, L’age moyen est de 69 ans, la moyenne de la taille
des tumeurs était de 3,5 +£0,99 cm. Les autres principales caractéristiques clinico-

pathologiques sont présentées dans le tableau 1 :
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Sexe Femme : n=9 (50 %) Homme : n=9 (50%)

Localisation Téte du pancréas : Queue du pancréas :
n= 12 (68 %) n=6 (32%)

Taille TI<2cm: T2<4cm: T3 >4cm:

n=3 (17%) n=11 (61%) n=4 (22%)

Grade tumoral Gl:n=11(63%) |G2:n=7(27%) | G3:n=0(0%)

Statut ganglionnaire

NO: n=4 (22%)

NI1: n=9 (50%)

N2 :n=5 (28 %)

Engainement périnerveux

EPN+ : n=17 (95%)

EPN- : n=1 (5%)

Invasion vasculaire

IV+:n=12 (68%)

V- : n=6 (32%)

Statut métastatique

M1 : n=4 (32%)

MO : n=14 (68%)

Résection

RO : n=8 (47%)

R1: n=10 (53%)

Tableau 1 : résumé des différentes caractéristiques cliniques et anatomopathologiques
des 18 patients inclus dans notre étude.

3.3 Etude immunohistochimique de I’expression de MAGT1 :

L’expression de MAGTI1 a ¢été étudiée par technique immunohistochimique en
utilisant des coupes tissulaires d’ACP en comparaison au tissu sain péritumoral. Pour ce faire,
deux différents anticorps ciblant MAGT1, I'un fourni par Alomone et 1’autre par Sigma ont

été sélectionnés.

Différentes dilutions (1/20, 1/50, 1/100) associées a différents prétraitements ont été
testées. Ces différents tests nous ont permis de sélectionner, pour la suite de ce travail,
I’anticorps anti-MAGT1 fourni par Sigma a la dilution 1/50 avec utilisation du kit optiview
DAB IHC (roche diagnostic). En effet, cette dilution a permis [’obtention d’un
immunomarquage d’une intensité satisfaisante tout en conservant une bonne spécificité avec
I’absence de marquage du stroma tumoral (figure 3, A, B). Un test sur un organe de référence
indiqué par le fabricant a été effectué. Dans notre cas, il s’agissait d’une coupe de
parenchyme rénal ou un marquage intense de MAGT1 dans les tubules rénaux est
normalement retrouvé (figure 3, C). Enfin, une série de tests n’utilisant pas [’anticorps

secondaire a permis de mettre en évidence I’absence de marquage aspécifique (figure 3, D).
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Figure 3: Mise au point de ’anticorps anti-MAGT1 (Sigma). A, test de la dilution 1/100.
B, test de la dilution 1/50. C, parenchyme rénal (médullaire) avec immunomarquage anti-
MAGT]1 intense dans les tubules rénaux. D, Aspect morphologique obtenu en omettant 1’ajout
de ’anticorps secondaire, parenchyme rénal (médullaire).

La lecture des différentes lames marquées par 1’anticorps anti-MAGT1 a permis de
retrouver une expression de ce dernier chez I’ensemble de nos patients sélectionnés.
L’intensité du marquage a été considérée comme faible pour 17% des cas (n= 3) (scoring <1),
modérée pour 61% des patients (n= 11) (1<scoring <2) et intense pour 22% (n=4) (scoring >
3) (figure 4, B, C, D). Un marquage au sein des canaux pancréatiques sains en périphérie de la
zone tumorale a été également observé ; ce marquage était faible pour 72% des patients
(n=13) et modéré pour 28% (n=5) (figure 4, A). Au sein du tissu non-tumoral, il a été
remarqué un marquage classique non-spécifique des acini pancréatiques (figure 4, A). Une
augmentation de I’intensité du marquage a été mise en évidence avec la progression de la
dédifférenciation tumorale. En effet, les tissus tumoraux de grade Gl présentaient un
marquage d’intensité moindre, comparés a ceux de grade G2 (figure 4, C, D, E). Finalement,

une analyse au plus fort grossissement (G200) de la répartition de I’immunomarquage anti-
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MAGT]!1 a mis en évidence un marquage cytoplasmique diffus confirmant les observations

des phases de tests (figure 4, F).

La quantification de I’expression de MAGT1 en immunohistochimie dans notre série
de patients a permis de mettre en évidence une expression significativement plus importante
au sein des tissus tumoraux comparée aux tissus non-tumoraux. En effet, I'intensité de
marquage était quantifiée a 1,28+0,39 (n=18) pour les tissus non-tumoraux versus 1,85+0,43
pour les tissus tumoraux (n=18 ; p=0,03 ; figure 5A). Ensuite, une corrélation de I’intensité du
marquage anti-MAGT1 avec le grade tumoral a été réalisée. Ce marquage était quantifié a
1,51£0,33 pour les tumeurs de grade G1 (n=11) alors qu’il est de 2,14+0,32 pour les tumeurs
de grade G2 (n=7); cette différence étant significative avec un p=0,019 (figure 5B).
L’intensité de marquage dans les tissus tumoraux en fonction de la taille de la tumeur, la
présence de métastases ganglionnaires ou a distance et de la présence d’invasion vasculaire
¢taient ensuite analysés. Pour I’ensemble de ces paramétres, les valeurs numériques sont
résumées au sein du tableau de la figure 5C. L’analyse statistique ne mettait pas en évidence

de différences pour I’ensemble de ces paramétres.
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Figure 4: Immunomarquage anti-MAGT1 dans ’ACP. A, Tissu sain peri-tumoral.
Marquage faible visualisé au sein des canaux pancréatiques sains (fléche noire), présence
d’un marquage non spécifique au sein des acini pancréatiques (étoile noire). B, ACP grade G1
présentant un immunomarquage faible. C, ACP grade GI présentant un immunomarquage
modéré. D, E;, ACP grade G2 avec marquage fort. F, image au plus fort grossissement
permettant d’observer un marquage cytoplasmique diffus de MAGT1 au sein des cellules
tumorales.
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Figure S : corrélation intensit¢é immunomarquage et paramétre anatomo-clinique. A,
Intensité du marquage dans le tissu sain peri-tumoral comparé au tissu tumoral, p<0,05. B,

Intensité du marquage en fonction du grade tumoral, p<0,05. C, tableau résumant 1’intensité
du marquage des différents autres parameétres anatomo-clinique.

3.4 Extraction d’ARN a partir de tissus inclus en paraffine.

L’extraction d’ARN est réalisée selon la technique automatisée et standardisée pour
I’analyse des transcrits de fusion par NGS (Next Generation Sequencing). Une fois
I’extraction réalisée, le dosage par fluorimétrie est effectu¢. Ce dernier objective des quantités
d’ARN s’échelonnant entre 3,24 pg/ml et 18 pg/ml. L’analyse de la qualité de ces ARN est
ensuite effectuée sur Bioanalyser. Cette analyse a permis la détermination du RIN (RNA
Integrity Number), celui-ci se situe entre 2,5 et 2,6 et est non calculable pour deux
prélevements (figure 6, B). Le chiffre attendu du RIN, en fonction de la qualit¢ de I’ARN
extrait, est représenté dans le graphique A de la figure 6. La comparaison des profils

d’¢lectrophorese de nos échantillons a ceux attendus a mis en évidence une forte dégradation
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de nos ARN. Les profils des échantillons 2, 7 et 8 sont illustrés dans la figure 6, C. Ils
montrent une absence ou une faible quantit¢ d’ARN ribosomal 18S et 28S témoignant de leur

dégradation importante.
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Figure 6 : Qualité des ARN aprés extraction automatisée sur échantillons inclus en
paraffine. A, Exemple des profils obtenus en électrophorése en fonction de la qualité d’ARN.
B, résultat du calcul du RIN pour nos 8 échantillons testés. C, Illustration de la qualité¢ de
notre extraction pour 3 échantillons représentatifs de notre série.

3.5 Quantification des transcrits de MAGT1 par qRT-PCR apres
transcription par siRNA des cellules PANC-1.

La technique utilisant les siRNA utilisée depuis de nombreuses années au sein du
laboratoire a été démontrée comme robuste. Cette technique nécessite tout de méme une
validation de la diminution des ARNm de MAGTI dans la condition siMAGTI et la
vérification de I’absence d’effet non-spécifique avec le siCTL. Dans notre étude, ce test a été

effectué sur 2 expériences démontrant une diminution des transcrits de MAGT1 de 93,7% =+
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0,4 % avec le sSiMAGT1 en comparaison au siCTL (figure 7, A). L’impact de la transfection
avec le SIMAGT]1 a été également testé sur 1’expression des ARNm du transporteur au Mg*",
TRPM7. L’inhibition de MAGT1 par le siMAGT]1 a entrainé une augmentation de 46% =+
0,5% des ARNm de TRPM7 comparé¢ a la condition siCTL (figure 7, B).

>
w
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siCTL siMAGT1

0,00 0,00

siCTL siMAGT1

Figure 7 : effet de la transfection avec le sSiMAGT1 en comparaison au siCTL sur le taux
de transcrit de MAGT1 et TRPM7 dans les cellules PANC-1. L’ensemble des résultats a
été présenté sous la forme de I’expression normalisée par rapport au géne de référence IPOS.
A, Expression des ARNm de MAGT1 48h post-transfection par le siCTL ou le siMAGT]1. B,
expression des ARNm de TRPM7, méme condition que A.

3.6 Implication de MAGT1 dans les phénomenes de migration et

d’invasion cellulaires.

Dans un premier temps, afin de s’affranchir d’un effet de la transfection sur la viabilité
cellulaire, un test au MTT a été réalisé a 48h post transfection. Ce test a été effectué sur 5
expériences de transfection, il n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative
sur la viabilité des cellules PANC-1 suite a I’extinction de MAGT]1 par son siRNA versus le
siCTL (105% + 3,47 pour sSiIMAGT1 versus 100% =+ 0,99 pour siCTL, p= 0,26, N=5, figure 8).
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Figure 8 : effet de I’inhibition de MAGT1 par siRNA sur la viabilité des cellules PANC-1

Les résultats obtenus concernant I’effet de 1’extinction de MAGT]1 sur la migration et
I’invasion cellulaires basales (méme concentration de SVF dans les deux chambres du
dispositif) ont uniquement mis en évidence une diminution de la migration. En effet, la
migration des cellules PANC-1 a été diminuée de 21, 2% apres inhibition de MAGT1 par le
siMAGT1 (78,8% + 6,63% pour sSIMAGT1 versus 100% = 6,59% pour siCTL, p<0.001, N=4,
figure 9A). Cet effet n’a pas été retrouvé au niveau de 1’invasion avec 108% =+ 6,61% pour la
condition siMAGT1 comparée a 100% + 6,61%, (p=0, 33, N=4) pour la condition siCTL
(figure 9B). Pour confirmer ces résultats, une autre série de deux expériences utilisant un
gradient de SVF de part et d’autre des deux compartiments afin de reproduire un phénoméne
de chimiotactisme a été réalisée. Des résultats similaires a la condition basale ont été observés,
avec une diminution de 44% de la migration des cellules PANC-1 48h apres transfection avec
le sSIMAGT1 (siMAGT]1 : 56% + 5,58% versus siCTL : 100% + 5,54, p<0.001, N=2, figure
9C). Une absence d’effet sur I’invasion a donc également été observée (siMAGTI : 106, 5%

+ 7,42% versus siCTL 100% + 5,32%, p=0,88, N=2, figure 9D).
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Figure 9 : effet de I’inhibition de MAGT1 par siRNA sur la migration et ’invasion des
cellules PANC-1 dans des conditions basales et induites. A, effet du sSIMAGT]1 et du siCTL
sur la migration basale des cellules PANC-1. B, effet du siMAGTT1 et du siCTL sur I’invasion
basale des cellules PANC-1. C, effet du siMAGT1 et du siCTL sur la migration induite des
cellules PANC-1. D, effet du siMAGT1 et du siCTL sur I'invasion induite des cellules
PANC-1. L’ensemble des résultats est exprimé en pourcentage de cellules migrantes ou
invasives par rapport a la condition siCTL.
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4 Discussion :

Cette étude a permis par le biais des données du TCGA d’obtenir un meilleur apergu de
I’expression des transporteurs au Mg”>" dans I’ACP. Nous avons pu mettre en évidence une
corrélation positive pour 1’expression de trois transporteurs, TRPM7, MAGT1 et CNNM4
dans les tissus tumoraux. La coexpression de ces 3 acteurs de 1’homéostasie magnésique
pourrait servir de signature moléculaire dans I’ACP. L’analyse du TCGA a également permis
de mettre en évidence une surexpression de MAGT1 dans I’ACP et une corrélation de cette
surexpression avec une plus faible survie des patients suggérant que MAGT1 est un facteur de
mauvais pronostic dans ’ACP. Notre étude en immunohistochimie a mis en évidence les
mémes spécificités avec une surexpression de MAGT1 dans les tissus tumoraux en
comparaison aux tissus non-tumoraux. Cette surexpression observée dans notre cohorte a été
corrélée de manicre significative a la dédifférenciation tumorale. Finalement I’étude de
I’implication de MAGT1 dans les mécanismes cellulaires de ’ACP a démontré son rdle

uniquement dans la migration des cellules PANC-1.

4.1 Expression de MAGT1 dans les tissus d’adénocarcinomes

pancréatiques :

L’analyse des données du TCGA a permis de mettre en évidence une corrélation positive
de I’expression des transporteurs au Mg®>" TRPM7, MAGT1 et CNNM4 (figure 1A). Ce
résultat d’une corrélation positive entre TRPM7 et MAGT]1 n’est pas étonnant et a pris une
part importante dans le choix de ce dernier comme sujet d’investigation pour ce travail de
thése. En effet, plusieurs études ont démontré wune relation physiologique ou
physiopathologique entre TRPM7 et MAGT]1. Premierement, la surexpression de MAGT]1
dans des cellules DT40 déficientes en protéine TRPM7 permet la restauration de la
prolifération cellulaire inhibée par ’absence de TRPM?7 et ce, par une augmentation de la
concentration intracellulaire du Mg”" (Deason-Towne et al., 2011). Cette coopération entre
TRPM?7 et MAGT]1 est également retrouvée pour la différenciation de cellules souches dans
I’ostéogénese (Castiglioni et al., 2019). En cancérogénése, une étude a permis la mise en

évidence dans des cellules d’adénocarcinome colique d’une surexpression de TRPM7 en
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réponse a I’inhibition par siRNA de MAGT1 (Cazzaniga et al., 2017). Ces études compilées
aux résultats du TCGA permettent de renforcer notre idée d’une probable association de ces

deux transporteurs dans I’ACP.

MAGTT a été démontré comme étant surexprimé dans 1’ ACP par le biais des données du
TCGA et des quelques patients disponibles sur la plateforme Protein Atlas (figure 1C, figure
2A, 2B). Notre ¢étude au sein de notre cohorte de 18 patients du CHU Amiens-Picardie a
montré également une surexpression significative de MAGT1 dans les tissus tumoraux en
comparaison aux tissus non-tumoraux. A notre connaissance, il n’existe pour le moment
aucune autre étude ayant mise en évidence une surexpression de MAGT1 dans I’ACP. Un
autre transporteur au Mg”', le canal TRPM7 a été mis en évidence par notre équipe comme
étant surexprimé dans I’ACP. Le profil d’expression était d’ailleurs similaire a celui retrouvé
dans notre étude avec une corrélation significative au grade tumoral (Rybarczyk et al., 2012).
Ce constat renforce également la probable interaction TRPM7-MAGT1 décrite ci-dessus.
Notre étude en immunohistochimie, au cours de ce travail, n’a pas permis de mettre en
évidence d’autres corrélations significatives. En effet, I’étude statistique des « marqueurs »
histopathologiques de la progression métastatique que sont: I’invasion ganglionnaire, les
invasions vasculaires ou le statut métastatique, est non contributive. Cette absence de
significativité peut en partie s’expliquer par I’effectif relativement faible de notre cohorte. Un
autre facteur a prendre en compte est également que seuls les patients présentant, au moment
du diagnostic, un cancer localement peu avancé, et donc souvent moins agressif, peuvent
bénéficier d’une chirurgie. Ce dernier argument crée donc forcement un biais dans notre étude
en concentrant les tumeurs de grade G1 et G2 (absence de G3) et favorisant 1’absence de

métastases et d’invasion tumorale ganglionnaire.

4.2 Extraction d’ARN sur fragments tissulaires fixé en paraffine.

La technique utilisée au cours de ce travail n’a malheureusement pas permis d’obtenir une
qualité d’ARN satisfaisante avec un RIN trés bas et donc des ARN tres dégradés (figure 6B,
6C). Ce cas de figure est classique lors d’une extraction a partir de fragments tissulaires inclus
en paraffine. En effet, plusieurs études mettent en évidence des RIN similaires aux nodtres
(Locy et al., 2021; Wimmer et al., 2018). Ces deux études, mais également la notice du

bioanalyseur Agilent 2100 expliquent toutefois que, malgré un RIN trés faible, une
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amplification par PCR en temps réel a été obtenue. Dans notre cas, une transcription inverse
puis une PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR) ciblant MAGT1 ont été réalisées. Cette
expérience n’a pas permis de mettre en évidence d’amplification et ce, méme sur les 3 genes
de références testés (données non présentées). Plusieurs explications a cet échec, aux vues des

données de la littérature, ont pu étre évoquées :

* La premiere est I'utilisation d’un systéme d’extraction automatisé ne permettant pas une
optimisation des étapes a notre systéme d’analyse en qRT-PCR (le systéme est optimis¢
pour le séquencage). En effet, I’utilisation d’un kit d’extraction manuel serait préférable ;
permettant une augmentation de 1’épaisseur des copeaux de paraffine et une adaptation de
la phase cruciale qu’est la durée d’incubation avec la protéinase K (Wimmer et al., 2018).

* Une autre source d’ARN trop dégradé est I'utilisation de matériel non-décontaminé pour
les RNAses. Ces dernicres sont susceptibles d’étre retrouvées sur I’ensemble des supports
du processus d’extraction (paillasse, gant, lame du microtome, ...). A ces problémes
s’ajoutent la durée de stockage des blocs de paraffine en air ambiant qui, pour cette
technique ne devrait pas excéder 20 mois (Locy et al., 2021)

* Finalement, une optimisation du design de nos amorces est possiblement réalisable en
diminuant la taille de I’amplicon souhaité et en rapprochant nos séquences de la région

polyA de notre ARN cible. Cette zone est censée étre la moins sujette a la dégradation.

Devant I’ensemble des ces données, nous avions prévu de recommencer les extractions
avec un kit manuel en suivant le protocole fourni par Locy et al. Mais des défauts
d’approvisionnement aupres du fournisseur ont rendu impossible la réalisation de ces

expériences avant la rédaction de ce manuscrit.

4.3 Effets physiopathologiques de MAGT1 dans la lignée PANC-1.

Les résultats de cette étude ont mis en évidence un role de MAGT1 dans la migration des
cellules PANCI. En effet I’inhibition de MAGT1 par siRNA a entrainé une diminution
significative des migrations basale et induite, sans induire d’effets sur 1’invasion, ni sur la

viabilité cellulaire (figure 8, figure 9).

Tout d’abord, I’absence d’effet de 1’inhibition de MAGTT sur la prolifération des cellules
PANC-1 reste a confirmer. En effet, le test de viabilit¢ au MTT effectué 48h post-transfection
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est insuffisant. Il serait donc intéressant d’effectuer une cinétique sur 96h et compléter cette
étude par une autre technique qu’est le comptage au bleu Trypan ou encore la cytométrie en

flux.

Il n’existe pas d’autre étude de MAGT1 dans I’ACP, cependant deux autres études ont
été réalisées sur des cellules d’adénocarcinomes coliques (Cazzaniga et al., 2017; Zheng et al.,
2019). La premiére a porté sur son expression dans les tissus d’adénocarcinome colique avec,
la mise en évidence d’une surexpression corrélée a 1’agressivité de la tumeur (Zheng et al.,
2019). La deuxiéme étude, plus physiopathologique, a centré son expertise sur le role de
MAGT]1 dans la prolifération des cellules d’adénocarcinome colique et leur résistance a la
chimiothérapie. C’est cette méme étude, qui a établi un lien entre 1’expression de TRPM7 et
MAGT]!1 dans I’adénocarcinome colique (Cazzaniga et al., 2017). Une étude a également
¢tudié¢ D’expression de MAGT1 dans I’hépatocarcinome avec un possible role pronostic
(Molee et al., 2015). L’absence de données physiopathologiques dans I’ACP et plus
généralement dans les cancers solides provient du fait que MAGT]1 est beaucoup plus étudié¢
dans la sphére hématologique. En effet, la mutation de MAGT]1 entraine le X-syndrome

responsable d’un déficit immunitaire spécifique pouvant aboutir a un lymphome EBV induit.

La validation des transfections par siRNA a permis la démonstration d’une importante
efficacité du siMAGT1 et de son impact sur le taux d’ARNm de TRPM7 (figure 7). Ce
résultat vient renforcer encore une probable interaction entre ces deux transporteurs. Notre
équipe a d’ailleurs mis en évidence un role de TRPM7 dans la migration des cellules BxPC3
d’ACP. Dans ces cellules, I’inhibition de TRPM7 par siRNA a entrainé une diminution de la
migration cellulaire, cette derniére étant en partie restaurée par 1’augmentation du Mg
extracellulaire (Rybarczyk et al., 2012). Ces nouveaux résultats pourraient suggérer un
mécanisme de secours au sein de la cellule cancéreuse en cas d’inhibition de TRPM7 utilisant
donc MAGT1 pour maintenir la concentration cytosolique de Mg®" et le processus
métastatique. Il serait donc intéressant de reproduire les expériences de migration avec un

siMAGT]1 dans des lignées n’exprimant pas de maniére stable le canal TRPM7.

Explorer le role de MAGTI dans la régulation du Mg*" cytoplasmique serait
¢galement intéressant. Notre expérience préliminaire utilisant la technique d’imagerie
cellulaire couplée a la sonde ratiométrique MagFura-2 a permis de mettre en évidence une
diminution de la quantité basale de Mg®" cytosolique lors de I’inhibition de MAGT1. En effet,

le ratio basal correspondant arbitrairement a la concentration de Mg®" cytoplasmique dans les
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cellules sSiIMAGTT] a été mesuré a 0,29 + 0,04 (n=9) alors que, dans les cellules siCTL il a été
mesuré¢ a 0,44 £ 0,05 (n=21, p<0,05). Cette expérience n’a été réalisée que pour une
transfection, ces résultats restent donc préliminaires et nécessitent de refaire deux nouvelles

transfections. Cependant, il semble y avoir un impact de MAGT]1 sur I’homéostasie du Mg*",

5 Conclusion :

Avec cette étude, nous avons pu mettre en évidence dans I’ACP un profil d’expression
regroupant deux transporteurs au magnésium, MAGT] et TRPM7. L’étude
immunohistochimique de I’expression de MAGT] a mis en évidence sa surexpression
significative dans les tissus tumoraux d’ACP et sa corrélation au grade tumoral. Dans la
lignée d’ACP PANC-1, les expériences mises en ceuvre ont permis de mettre en lumiére son
role dans la migration cellulaire et son absence d’effet sur 1’invasion cellulaire. Un profil
similaire d’expression et d’implication dans la migration a déja été observé par notre équipe
pour un autre transporteur au Mg”" : le canal TRPM7, dans une autre lignée d’ACP, BxPC-3.
De plus, I’inhibition de MAGT1 par siRNA a également entrainé une diminution du taux
d’ARNm de TRPM?7. L’ensemble de ces résultats, associ¢ aux données de la littérature,
suggere fortement une probable association de ces deux transporteurs dans la progression

tumorale de I’ACP.

La démonstration de cette interaction et de son mécanisme fera 1’objet d’une étude
complémentaire utilisant des techniques d’imagerie magnésique et de co-localisation
protéique. En effet, ces expériences seront primordiales pour déterminer par quel(s)
mécanisme(s) MAGT!1 régule la migration cellulaire et I’expression de TRPM7. Deux

hypotheéses semblent envisageables a ce jour :

» La premiére est celle d’un effet direct sur la concentration cytoplasmique de Mg”*
(fonction transporteur).
* La deuxiéme est une probable régulation post-traductionnelle d’autre protéine comme

le canal TRPM?7 par le biais de son appartenance a un complexe de glycosylation.

Cette étude aura permis d’affiner un peu plus notre compréhension du réle du Mg et de

ses transporteurs dans I’ACP méme si de nombreuses questions persistent.
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7 ANNEXE:

7.1 Séquences des siRNA utilisées:

siARN ARN cible | Séquence
siCTL Aucun 5’-CUG GAC AUG GAC CAA GUG GAC UU-3°
siMAGT1 | MAGT1 5"UCAUG UUACCUGCUCUCCAACUGCA-3’

7.2 Séquences des amorces de PCR utilisées :

Gene cible Séquence Sens/Antisens Taille amplicon

MAGTI AGCAGTCAAGCCCAGTTTGT 140 pb
CCAGCCACACACATTATCTTTCGC

TRPM7 CTGTGCCTCCAAGAGGGGAG 103 pb
CAGAGGCCTAGTTGTGACCA

IPO8 CGAATTCAGTTGCCTCACAACC | 100 pb
TCTTCCGGTCATGATGCCCAA
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Implication du transporteur au magnésium MAGT1 dans le développement de
I’adénocarcinome canalaire pancréatique

Introduction : 1’adénocarcinome pancréatique (ACP) est un des cancers les plus meurtriers
avec une survie nette & 5 ans de 9%. La diminution de I’apport journalier en Mg” semble étre
liée a I’augmentation de 1’incidence de ce cancer. Nous nous somme intéressés a 1’étude de
I’expression des divers transporteurs au Mg*" et plus particuliérement de MAGT1 dans 1I’ACP.
Matériels et méthodes : L’expression des principaux transporteurs cellulaires au Mg”" a été
¢tudiée a I’aide des données compilées du TCGA et de GTEX. Puis, I’expression de MAGT1
a été analysée en immunohistochimie dans une cohorte de 18 patients opérés d’'un ACP au
CHU Amiens-Picardie. Finalement le role physiopathologique de MAGT1 dans la migration
et ’invasion des cellules d’ACP PANC-1 a été étudié.

Résultat : 1’étude des données du TCGA a permis de démontrer une surexpression
significative de MAGT1 dans les tissus tumoraux et une corrélation de cette expression avec
TRPM7 et CNNM4. Une corrélation significative avec la faible survie des patients était
¢galement présente. Dans notre cohorte, 1’é¢tude de I’expression de MAGTI par
immunohistochimie a mis en évidence une surexpression significative de MAGT1 dans les
tissus tumoraux versus non-tumoraux. Cette expression a ¢été corrélée au grade tumoral. Dans
la lignée PANC-1, I’inhibition de MAGT1 par siRNA a mis en évidence uniquement une
diminution significative de la migration des cellules tumorales.

Conclusion : Cette étude a démontré la surexpression de MAGT1 dans I’ACP et son
implication dans la migration des cellules PANCI.

Mots clés: Adénocarcinome pancréatique, MAGTI, Magnésium, TRPM7, migration,
immunohistochimie, PANC-1

Objective: pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive cancers
leading to low survival rates (9% at 5 years). A low Mg®" intake was associated with an
increase of the incidence of PDAC. The aim of this study was to investigate the role of Mg*"
transporters in PDAC with a focus on MAGT].

Material and method: Mg”" transporter expression in PDAC was assessed using TCGA and
GTEX databases. MAGT1 expression was analysed using immunochemistry in 18 patients of
the CHU Amiens-Picardie. Finally, the role of MAGT1 in PDAC cell migration and invasion
was studied in PANC-1 cell line.

Results: TCGA database revealed an overexpression of MAGT1 in PDAC tissues. This
expression was correlated with the expression of TRPM7 and CNNM4. In our patient samples,
an overexpression of MAGT1 was observed in tumoral tissues compared to their no-tumoral
counterparts. Moreover, this overexpression of MAGT! was associated with tumoral
progression (grading). In PANC-1 cells, MAGT]1 inhibition by siRNA showed a significant
decrease of cell migration.

Conclusion: this study revealed an overexpression of MAGT1 in PDAC and a possible role in
the regulation of PDAC cell migration.

Key words: Pancreatic cancer, MAGTI1, Magnesium, TRPM7, cell migration,
immunochemistry, PANC-1.
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