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Resumen

Desde su descubrimiento como antigenos en células de melanoma humano, la interpretacion
de las proteinas MAGE (Melanoma Antigen GEnes) ha variado mucho. Se ha pasado de verlas
como moléculas promisorias para desarrollar vacunas anti-cancer a concluir que su expresion
esta asociada a la promocién tumoral y probablemente ambas caracteristicas sean verdaderas.
En este articulo se revisan los principales hitos en la caracterizacién funcional de proteinas
MAGE. Comenzando por el atractivo modelo de proteinas expresadas en tumores que inhiben
al oncosupresor p53, se han observado y demostrado distintos mecanismos por los cuales
diferentes proteinas MAGE contribuyen con el fenotipo tumoral. Comienzo con una revision
histdrica de las proteinas MAGE para luego detenerme en los principales descubrimientos que

llevaron a caracterizar estas proteinas como potenciales oncogenes.
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Discovering the oncogenic properties of MAGE antigens
Abstract

Since its discovery as antigens in human melanoma cells, the view of MAGE proteins
(Melanoma Antigen GEnes) has greatly varied. They switched from promising antigens to
develop anti-cancer vaccines to conclude that its expression is associated with tumor
promotion, and probably both characteristics are true. Starting with the attractive model of
proteins expressed in tumors that inhibit the p53 oncosuppressor, different mechanisms have
been demonstrated by which different MAGE proteins contribute to the tumor phenotype. This
article begins with a historical review of the MAGE proteins and then stops at the main

discoveries that led to characterize these proteins as potential oncogenes.
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Descubrimiento de los genes MAGE: una promesa para la inmunoterapia

La historia de los antigenos tumorales de la familia MAGE (Melanoma Antigen GEnes)
tiene origen reciente. Si bien la busqueda de antigenos tumorales que fueran reconocidos por
el sistema inmune propio (autologous typing), estaba en desarrollo desde la segunda mitad de
los afios '70 [1], fue recién en 1991, cuando gracias a progresos tecnoldgicos en este campo se
descubrieron los antigenos MAGE. Estos surgieron como fruto de una colaboracion entre
inmunologos del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (NYC, USA), de la Universidad de
Mainz (Mainz, Alemania) y del Ludwig Institute for Cancer Research (Bruselas, Bélgica)
quienes identificaron tres proteinas del melanoma de un paciente (MZ-2) capaces de activar
sus propios linfocitos T [2]. Estos antigenos de melanoma humano se denominaron Mage1,
Mage2 y Mage3 y sus principales caracteristicas eran: su expresién en melanoma y en células
sanas de la linea germinal masculina, su ausencia en células somaticas sanas, y su alta
similitud de secuencia. Este singular perfil de expresién en células tumorales y testiculo resultd
ser posteriormente compartido con otras proteinas que se agruparon en la familia de
Cancer/Testis Antigens (CTA) [3].

Los siguientes 10 afios de estudio de proteinas MAGE fueron obviamente focalizados
hacia el campo de la inmunologia tumoral y el desarrollo de vacunas. El perfil de expresion de
proteinas MAGE era muy promisorio para el desarrollo de vacunas, ya que las unicas células
sanas que presentan estos antigenos estan al resguardas por a la barrera hematotesticular. No
obstante la realizacion de varios ensayos clinicos utilizando péptidos derivados de Mage3, los
resultados fueron variados y no muy satisfactorios, aunque actualmente se buscan variantes

que puedan arrojar mejores resultados con nuevas propuestas de ensayos clinicos [4].

Paralelamente a su desarrollo en el campo de la inmunologia tumoral, surgieron otros
datos fundamentales para el estudio de proteinas MAGE. En principio, la expresion de genes
MAGE no esta restringida a melanoma, sino que también fueron detectados en tumores de
distinto origen histologico. Mas aun, dentro de un mismo tipo histologico, el tumor puede
expresar o no genes MAGE vy si los expresa pueden ser distintos miembros de la familia [5].
Otro avance importante fue la observacién de que, detras de los 3 genes MAGE encontrados
en el trabajo del grupo de Thierry Boon [2], existia una gran familia de genes similares. Esta
gran familia MAGE consta hoy de mas de 60 genes con caracteristicas propias [6]. Todos los
miembros de esta familia poseen un dominio caracteristico llamado “dominio de homologia
MAGE” (MHD, MAGE Homology Domain).Este dominio es de aproximadamente 200 amino
acidos y en muchos casos cubre casi dos tercios de la proteina. La estructura de la familia se
ha dividido en dos grandes grupos: MAGE-I y MAGE-II. Esta caracteristica es muy importante,
ya que solo los genes miembros del grupo MAGE-I mantienen su expresion especifica en
tumores y testiculo (familia CTA), mientras que los MAGE-II poseen expresion celular ubicua y
un MHD menos conservado. A su vez, los genes MAGE-I mapean uUnicamente en sectores
discretos (clusters A, B, C) del cromosoma X denominados MAGE-A (11 genes), MAGE-B (10
genes), MAGE-C (3 genes) [5] (Figura 1), mientras que los genes del grupo MAGE-II localizan

en el cromosoma X y en otros cromosomas. Luego de esta nueva organizacion, las proteinas

7



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 16, diciembre 2017 - quimicaviva@gqb.fcen.uba.ar

Mage1, Mage2 y Mage3 descubiertas en 1991, pasaron a denominarse MageA1, MageA2 y
MageA3, ya que eran parte del grupo MAGE-A. También se evidencié que el mecanismo
epigenético que causaba la ausencia de expresion en células somaticas normales era la

metilacién de sus promotores [7].
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Figura 1. Esquema de la posicién de los clusters de genes MAGE en el cromosoma X humano.
En la figura de observan los clusters A, B y C (MAGE-I) asi como los clusters D y E (MAGE-II).
También se muestra en detalle el posicionamiento de los genes MAGE-A dentro de su cluster
geénico. Adaptado de [4].

A principios de los afos 2000, la visién generalizada sobre los genes MAGE sugeria
que su expresion podria indicar buen prondstico ya que convertian a las células tumorales que
los expresaban en potenciales blancos del sistema inmune. Ademas, dada la homologia de
secuencia, se preveia que estas proteinas desconocidas tendrian, muy probablemente,
funciones redundantes. Existian pocos sistemas de deteccion confiable; los pocos anticuerpos
desarrollados contra alguna proteina MAGE especifica, hoy se sabe que tenia reaccion

cruzada con otras proteinas MAGE similares pero hasta el momento no descubiertas.

Caracterizacion funcional de las proteinas MAGE-A: la relaciéon con p53

A mediados de los 2000, me encontré estudiando el interesante mundo de los genes
MAGE porque habia identificado uno de ellos, MageA6, como proteina asociada a GTSE-1,un
regulador del oncosupresor p53 [8, 9]. Los primeros ensayos indicaban que MageA6 contribuia
con la inhibicién transcripcional de p53 y sugeria que una proteina de expresion tumoral podia
funcionar como inhibidor de este supresor tumoral central. Las preguntas en ese momento de
total desconocimiento sobre la funcién de las proteinas MAGE eran tantas que me llevaron a
estudiar varias de ellas. Una de las mayores sorpresas fue que algunas proteinas MAGE no
compartian la misma localizacién celular a pesar de la homologia de secuencia. Esto sin dudas

sugeria que no tenian funciones redundantes y que pequefias zonas no conservadas
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(probablemente en su regidon N-terminal) podian dar caracteristicas distintivas a estas
proteinas. Desde ese momento, parte de mi proyecto de estudio se focalizaria en comprender
su funcion celular y si las proteinas MAGE eran funcionalmente redundantes. En el primer
trabajo demostramos que la proteina MAGE-A que mas potentemente inhibia p53 era MageA2
y que el mecanismo involucraba la union de MageA2 a p53 y el reclutamiento de desacetilasas
de histonas (HDACs) como efectores de la inhibicién de la transcripcion inducida por p53. El
trabajo también mostré la relevancia de la expresién de MageA2 en la respuesta apoptética
mediada por p53 cuando se trataban cultivos primarios de melanoma humano con

quimioterapicos [10] (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del modelo propuesto para la represién de p53 por MageA2 mediada por el
reclutamiento de HDACS3 [10].

El desafio en ese momento era doble: por una parte se demostraba que la expresion
de proteinas MAGE era beneficiosa para las células tumorales ya que, al menos MageA2 (y
MageA6/A3 en menor grado), actuaba como un potente inhibidor del oncosupresor p53. Esto
causaba una disminuida respuesta apoptotica en células de melanoma frente a farmacos
utilizados en quimioterapia. Ademas, se ponia en duda la teoria de la redundancia funcional: no
todas las proteinas MAGE ejercen la misma funcién. Luego de nuestro trabajo, varios otros
grupos confirmaron la relaciéon de la expresion de algunas proteinas MAGE y la inhibicion de
p53 utilizando diferentes modelos tumorales [10—13]. Posteriormente a mi incorporacion al
Departamento de Quimica Biolégica (FCEN, UBA, Buenos Aires), completamos otro trabajo en
colaboracion con el laboratorio LNCIB (Trieste, Italia) donde demostramos que MageA2
también es capaz de interactuar con el oncosupresor PML-IV durante el proceso de
senescencia inducida por el oncogén H-Ras (RasV12), evitando la detencién y colaborando
con la proliferacién celular [14]. Estos trabajos y otros producidos por otros laboratorios
continuaron en la misma direccion, sugiriendo que la expresién de proteinas MAGE-A actuaba

en distintas vias de sefalizacion favoreciendo procesos asociados al cancer [15].
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Efecto de las proteinas MAGE como reguladores transcripcionales en vias asociados

con el cancer

Mientras nosotros y otros investigadores nos dedicAbamos a estudiar las
consecuencias de la expresion de las proteinas MAGE en la amplia via de p53, también se
evidenciaban efectos sobre otras vias relacionadas con el cancer. Se mostraba que otro factor
transcripcional afectado por la expresién de genes MAGE era el Receptor de Andrégenos (AR),
un receptor nuclear de hormonas esteroideas y mediador del crecimiento del cancer de
préstata. El equipo de Elisabeth Wilson (North Carolina, USA) demostré que MageA11 actua
como un co-activador de AR y que su expresion en cancer de prostata potencia la actividad de

este receptor nuclear y factor de transcripcion [16, 17].

También fue reportada una relacion MAGE con el factor inducible por hipoxia (HIF-
1alfa). HIF-1alfa es factor importante de promocién tumoral ya que esta involucrado en la
neovascularizacion y formacion de metastasis. Los bajos niveles celulares de HIF son
controlados por las prolil-hidroxilasas PHD. PHD cataliza la unién de un grupo oxidrilo a una
prolina de HIF-1 alfa que a su vez favorece la union de HIF-1alfa a la ubiquitina E3 ligasa VHL.
Finalmente, VHL causa la ubiquitinacion de HIF-1 alfa y su degradacion via proteasoma [18].
Ha sido demostrado que MageA11 se asocia a PHD e inhibe su actividad prolil-hidroxilasa y
este efecto termina ocasionando la estabilizaciéon indebida de HIF-1 alfa [19]. A su vez,
MageA11 es degradado por p14ARF, un oncosupresor que esta involucrado en la activacion de

p53 y que también ejerce funciones directas en la inhibicién del ciclo celular [20].

También surgieron otras vinculaciones entre proteinas MAGE-A y vias asociadas a la
proliferacion celular: MageA1 recluta HDAC1 para inhibir la transcripcion mediada por SKIP1
[21]. También se mostré que los genes Mage-A3 y Mage-A6 son blancos transcripcionales de
la via de FGFR2. La activacion de FGFR2-1lIb impide la sefializacion del oncogén BRAF via
MAPKs y por lo tanto se comporta como un supresor tumoral [22]. Se comprobd que
FGF7/FGFR2-1llb no solo inhibe la sefializacion del oncogén BRAF sino promueve el
silenciamiento de los genes MageA3 y MageA6 por metilacién y desacetilacion de sus
promotores [23]. De esta manera, la sefalizacién via FGFR2-1llb bloquea dos potenciales vias

pro-oncogénicas. Ver Tabla 1.

El panorama del resultado de la expresion de genes MAGE-A se iba aclarando: su
expresion afectaba, mediante mecanismos diferentes, la actividad de factores de transcripcion
y vias de sefalizacion asociadas al cancer, guiando siempre el comportamiento de las células
tumorales hacia contextos menos regulados y mas agresivos. Ademas, se esclarecia la idea
que no todos las proteinas MAGE-A ejercian la misma funcién y que la determinacion de la
expresion génica debia considerarse especificamente para algunos miembros de la familia
MAGE-A y no en su conjunto. De esta manera, hoy en dia, la expresion de genes MAGE-A en
muestras tumorales humanas correlaciona con mal prondstico, resistencia a farmacos y

estadios avanzados de la enfermedad. Citamos aqui solo alguno de los ultimos trabajos
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realizados en pacientes con: carcinoma urinario [31], carcinoma oral de células escamosas

[32], adenocarcinoma de pulmén [33], carcinoma de mama [34] y cancer hepatocelular [35].

Tabla 1. Principales interacciones de proteinas MAGE-I y sus efectos biolégicos.

Proteina MAGE | Interactor Efecto biolégico
MageA1 SKIP1 Represién transcripcional mediante reclutamiento de HDAC1 [21]
MageA2 053 Represi(:)n transcripcional me.diapte r_eplutamiento d_e HDAC3 en
células estresadas y disminucién de apoptosis [10]
MageA2 PML IV Inhibicion de la senescencia inducida por oncogenes [14]
MageA2 Mdm2 Estabilizacion de Mdm4 e inhibicidn de p53 [24]
MageA2 053 Disminucion de union p53 a cr[ozrz]atina en células no estresadas
MAGE (varios) KAP1 Represién transcripcional de p53 [12]
MageA3/A6 KAP1 Degradacion de AMPKL,i;ngéblr(T:]?ggei;Su]tofagla y aumento de la
MageA11 AR Activacién transcripcional de AR [26]
MageA11 MageA6 Estabilizacion de MageA11 e hiperactivacion de AR [27]
MageA11 p14ARF Degradaciéon de MageA11 independiente de ubiquitinacion [28]
MageA11 PHD Acumulacion de HIF1 en normoxia [19]
MageB2 HDAC1 Aumento de la actividad E2F y proliferacion celular [29]
MageC2 Rbx1 Estabilizacion de Ciclina E y proliferacion celular [30]

Mas recientemente, iniciamos estudios funcionales sobre proteinas de la subfamilia
MAGE-B. Varios afos atras, la localizaciéon nucleolar de MageB2 (a diferencia de la localizacién
nuclear de las proteinas MAGE-A) nos habia hecho plantear la inconsistencia en la teoria de la
superposicion de funcion en las proteinas MAGE. Finalmente pudimos encarar la
caracterizacion funcional de esta proteina y observamos que no afectaba la via de p53, pero si
a la de los factores de transcripcién E2Fs involucrados en la proliferacion celular. De hecho, la
expresion de MageB2 evidencié su efecto proliferativo no solo en células en cultivo, sino
también en tumores murinos (melanoma B16) modificados por nosotros para su expresion y
creciendo en ratones de experimentacion [29]. El mecanismo de activacion de E2F-1, E2F-2 y
E2F-3, involucraba la union de MageB2 con HDAC1 (inhibidor de E2Fs reclutado por pRb) y
desensamblando el complejo HDAC1/pRb/E2F. De esta manera se genera E2F libre y
transcripcionalmente activo para la induccién de la proliferacién celular [29] (Figura 3). Hemos
detectado en MageB2 una secuencia en su regiéon amino terminal que le permite pasar
rapidamente del nucleoplasma al nucléolo respondiendo a distintas condiciones de estrés
celular. Las funciones de MageB2 en el nucléolo estan actualmente en estudio en nuestro

laboratorio.
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Figura 3. Esquema del modelo propuesto para la activacion de factores E2F por MageB2. La
expresion de MageB2 desensambla el complejo E2F/pRb/HDAC1 dejando a E2F como factor

de transcripcién activo [29].

Proteinas MAGE y ubiquitinacién

En el afio 2010, el campo de accion de las proteinas MAGE invadié también la
regulacion de la estabilidad de proteinas. El grupo de Ryan Potts (Dallas, USA), realizé una
serie de purificaciones por afinidad en tandem seguidas de espectrometria de masas
(TAP/MS), llevandolos a detectar que algunas proteinas MAGE se asociaban a E3 ubiquitina
ligasas con dominios RING [36]. Especificamente, caracterizaron la unién MageD1/NSE1;
MageC2/TRIM28; MageA6/TRIM28 y MageD1/Praja1. Si bien todas las proteinas poseen un
domino RING caracteristico de las ubiquitina E3 ligasas de la familia RING, solo Prajal habia
sido caracterizada anteriormente como E3 ligasa. Tanto NSE1 como TRIM28 (también llamado
KAP1) eran conocidas por su acciéon en la reparacion del DNA y la inhibicion de la
transcripcion. Sin embargo, el complejo de estas con proteinas MAGE especificas,
evidenciaron una clara actividad ubiquitina ligasa [36]. Este trabajo abri6 un nuevo horizonte
para las proteinas MAGE asociado a la regulacidon de la degradacion proteica. Uno de los
trabajos mas importantes derivado de estas observaciones, fue que el complejo
MageA6/TRIM28, una ubiquitina ligasa especifica de tumores (debido a la expresion diferencial
de MageAB), degrada a AMPK (AMP activated protein kinase) [37]. Esta es una enzima capaz
de inhibir vias activadas en cancer como la de mTOR y por ende considerada un supresor
tumoral [38].

Con respecto al rol de proteinas MAGE en la regulacion de la estabilidad proteica,
también existen reportes que indican su accidbn en procesos opuestos, es decir, la
estabilizaciéon de proteinas [24, 30] mediante la inhibiciéon de ubiquitina E3 ligasas y no su
potenciacion. En este contexto, nosotros recientemente evidenciamos un nuevo escalén en la
complejidad de estas proteinas: MageA6 protege a MageA11 de su ubiquitinacién y

degradacion por el proteasoma [27]. Esto indica que tumores que expresan MageA11 se ven
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afectados a nivel proteina por la co-expresién de otro gen MAGE-A, en este caso, MageA®6.
Demostramos que MageA6 y MageA11 interactian mediante sus dominios MHD, resultando en
la disminucion en la ubiquitinacién de las lisinas 140 y 145 de MageA11. Comprobamos que
MageA6 y MageA11 estan frecuentemente co-expresados en tumores de préstata y de

testiculo y que MageA6 potencia la actividad de MageA11 como co-activador de AR [27]

(Figura 4).
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Figura 4. Esquema del modelo propuesto para la colaboraciéon de MageA6 en la activacién de
AR por MageA11. La interaccion de MageA6 y MageA11 por sus dominios MHD, protege la

degradacion de MageA11 por el sistema ubiquitina-proteasoma [27].

Conclusiones

El descubrimiento de proteinas tumorales de la familia MAGE provocé grandes
expectativas ya que evidenciaba un claro potencial como blancos de inmunoterapia. Hasta el
momento se realizd un numero elevado de intentos muy bien diagramados aunque con
resultados no tan alentadores. En base a esto, se proyectan actualmente nuevas formulaciones

y modificaciones con esperanzas de mejores resultados.

También se postulaba que la expresion de proteinas MAGE podria correlacionar con
buen pronéstico ya que esos marcadores sefalaban a las células tumorales que las
expresaban como blancos de sistema inmune. Sin embargo, es poco probable que las células
tumorales expresen proteinas que perjudicaran su propio crecimiento: durante el proceso de
oncogénesis se seleccionan células capaces de evadir los distintos mecanismos de

oncosupresion y no su propia eliminacion.

Varios de los estudios posteriores utilizando técnicas de bioquimica, biologia molecular
y biologia celular, evidenciaron un claro perfil pro-oncogénico en un buen numero de proteinas
MAGE-I (expresion tumoral). Estos trabajos establecieron que distintas proteinas MAGE-I
pueden poseer efectos que guian hacia la promociéon tumoral interviniendo en vias de

sefalizacion especificas.
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En estos casi 25 afios desde el descubrimiento de los genes MAGE, pero poco mas de
10 afios desde su estudio profundo a nivel celular se han elucidado varios aspectos, pero
también se deja de manifiesto grandes problemas por la complejidad del mundo MAGE. El
camino trazado en cuanto a la funcién de las proteinas MAGE-I como proteinas pro-tumorales
se seguira explorando. Sin embargo, dada la complejidad inesperada se necesitara un estudio
mas sistematico. La problematica que se vislumbra esta asociada a los siguientes puntos: i) se
comenzé afrontando el estudio de marcadores de melanoma que pronto se convirtieron en
marcadores de casi todos los tumores humanos; ii) de tres proteinas (MageA1, MageA2 y
MageA3) se paso a tener que considerar mas de 60; iii) la expresion tipo CTA (Cancer-Testis
Antigens) del 100% de los genes MAGE-I esta en revisién ya que en algunos organismos se
detectd expresion de algun miembro MAGE-I en células no tumorales adicionales a testiculo,
como las células estaminales [39] y cerebro [40]. Un poco menos sorprendente es su expresion
durante la embriogénesis [41]; iv) hemos puesto de manifiesto la posibilidad de interaccion
funcional entre diferentes proteinas MAGE-I por su dominio altamente conservado, el MHD
[27], que sumado a su frecuente co-expresion en células tumorales, postula la existencia de

una red de regulacion interna.

Considerando que el fin dltimo en la investigacion biomédica es aportar conocimiento
que se pueda aplicar a la salud humana, en el futuro proximo se espera profundizar sobre la
base que se ha forjado en este campo, en forma ordenada y considerando los nuevos puntos
de complejidad biolégica. De esta forma, no solo seran seleccionados miembros de esta familia
génica que puedan ser utilizados con valor prondstico o diagnéstico de determinados canceres

humanos, sino la potencialidad de inhibir las vias afectadas por su expresion.
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